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Acinetobacter baumannii xurdíu recentemente como un dos principais 
microorganismos multirresistentes causantes de infeccións nosocomiais. Esta 
multirresistencia é resultado da combinación da plasticidade do seu xenoma, da 
mutación de xenes endóxenos e da adquisición de material xenético externo. 
Neste traballo investigáronse os mecanismos de resistencia a diferentes 
antibióticos en cepas clínicas multirresistentes de A. baumannii pertencentes a 
dous clons non relacionados xeneticamente e con grande variabilidade de 
resistencia antibiótica, observándose que esta bacteria posúe mecanismos que 
traballan en conexión para o desenvolvemento da resistencia, así como para 
outras funcións necesarias para a patoxénese bacteriana. 
 
A resistencia de A. baumannii a carbapenemas é un dos problemas máis 
preocupantes nos hospitais. A pesar diso, os seus sistemas de diseminación de 
xenes codificantes para β-lactamasas non se coñecen completamente. Neste 
traballo descríbese un novo método para a transferecia do xen blaOXA-24 
(codificante para unha carbapenemasa) mediante vesículas de membrana 
externa (OMVs). 
 
Por outra parte, a pesar da importancia e a gravidade das infeccións 
causadas por A. baumannii, existen poucos mecanismos de virulencia descritos 
para esta bacteria. Este traballo mostra a capacidade dunha das suas porinas, a 
Omp33-36 (tamén denominada Omp33 ou Omp34 nalgúns Acinetobacter spp.), 







Acinetobacter baumannii ha emergido recientemente como uno de los 
principales microorganismos multirresistentes causantes de infecciones 
nosocomiales. Esta multirresistencia es resultado de la combinación de la 
plasticidad de su genoma, de la mutación de genes endógenos y de la 
adquisición de material genético externo. En este trabajo se investigaron los 
mecanismos de resistencia a diferentes antibióticos en cepas clínicas 
multirresistentes de A. baumannii pertenecientes a dos clones no relacionados 
genéticamente y con gran variabilidad de resistencia antibiótica, observándose 
que esta bacteria posee mecanismos que trabajan en conexión para el desarrollo 
de la resistencia, así como para otras funciones necesarias para la patogénesis 
bacteriana. 
 
La resistencia de A. baumannii a carbapenemas es uno de los problemas 
más preocupantes en los hospitales. A pesar de esto, sus sistemas de 
diseminación de genes codificantes para β-lactamasas no se conocen 
completamente. En este trabajo se describe un nuevo método para la 
transferencia de genes de resistencia a carbapenemas (blaOXA-24) mediante 
vesículas de membrana externa (OMVs). 
 
Por otra parte, a pesar de la importancia y gravedad de las infecciones 
causadas por A. baumannii, existen pocos mecanismos de virulencia descritos 
para esta bacteria. Este trabajo muestra la capacidad de una de sus porinas, la 
Omp33-36 (también denominada Omp33 u Omp34 en algunos Acinetobacter 
spp.), de causar apoptosis y modular la autofagia en células eucariotas, y su 






Acinetobacter baumannii has emerged recently as one of the most 
important multiresistant bacteria that causes nosocomial infections. This 
multiresistence is a result of the combination of its genomic plasticity, the 
mutation of endogenous genes, and the acquisition of foreign genetic material. In 
this work, the mechanisms of resistance to different antibiotics were investigated 
in multiresistant clinical strains of two unrelated A. baumannii clones displaying 
varying levels of antibiotic resistance. We observed that these strains have 
mechanisms connected that enable them to develop resistance to antimicrobials 
and that also have other functions necessary in bacterial pathogenesis. 
 
The resistance of A. baumannii to carbapenems is a worrying problem in 
hospital settings, but the mechanisms of dissemination of the genes that codified 
to β-lactamases are not fully understood. We describe here a new mechanism of 
gene transfer whereby carbapenem resistance genes (blaOXA-24 gene) are 
delivered by outer membrane vesicles (OMVs). 
 
Despite the importance and severity of infections caused by A. baumannii, 
there are few virulence mechanisms described to this bacterium. This work 
shows the capacity of one of its porins, Omp33-36 (so called Omp33 or Omp34 in 
some Acinetobacter spp.), to cause apoptosis and autophagy in eukaryotic cells, 














Una de las principales causas de mortalidad a lo largo de la historia ha 
sido la provocada por las enfermedades infecciosas, por lo que el 
descubrimiento y posterior desarrollo de los antibióticos es considerado el logro 
más importante de la Medicina en el siglo XX. Su uso y expansión permitió 
disminuir drásticamente la mortalidad y la morbilidad causada por infecciones 
bacterianas. Prácticamente simultánea a este desarrollo, ha sido la adaptación 
de las bacterias mediante la aparición de resistencias a los antibióticos, llegando 
a aparecer especies multirresistentes, convirtiéndose éstas en uno de los 
mayores retos a los que se enfrenta la medicina actual por la seria amenaza a la 
salud humana que ello representa. 
 
Dentro de los géneros que han destacado por su multirresistencia a 
antibióticos, sobresale Acinetobacter spp., en especial la especie Acinetobacter 
baumannii. Este organismo, el cual es frecuentemente encontrado colonizando la 
microbiota del suelo, la piel, o el tracto respiratorio, ha sido considerado durante 
muchos años una bacteria inocua. Sin embargo, en los últimos 30 años, ha 
emergido como uno de los principales organismos multirresistentes y uno de los 
principales causantes de infecciones nosocomiales. Es por esto que un mejor 
conocimiento de esta bacteria es necesario, ya no solo de los mecanismos que 
la hacen resistente, sino también de cómo es capaz de adquirir y dispersar los 
genes de resistencia. Además, la importancia y gravedad de las infecciones 
causadas por A. baumannii hacen necesario el estudio de las características que 
contribuyen al desarrollo de la infección y las interacciones que se producen 
entre esta bacteria y las células del huésped.  
 
En el presente trabajo mecanismos de resistencia, de dispersión de genes 
de resistencia y patogénesis han sido objeto de estudio. Concretamente, en el 
capítulo 1 se aborda el papel de las bombas de expulsión, porinas y β-
lactamasas cromosómicas en el fenotipo multirresistente de cepas clínicas de A. 




resistencias. En el capítulo 2, se describe un nuevo método de dispersión de 
genes de resistencia a carbapenemas a través de vesículas de membrana 
externa (OMVs por sus siglas en inglés). Finalmente, en el capítulo 3, se 
describe como una proteína de membrana externa de A. baumannii, relacionada 
con la resistencia a carbapenemas, la Omp33-36, puede actuar como un factor 
de virulencia causando apoptosis y modulando la autofagia en células 
eucariotas. 
1.1. Género Acinetobacter spp.  
 
El género Acinetobacter está formado por bacterias que tienen en común 
ser cocobacilos gram negativos, estrictamente aerobios, no fermentativos, 
catalasa positivos, oxidasa negativos y con un contenido de guanina y citosina 
en su ADN de entre el 39% y el 47% (1). La primera cepa de Acinetobacter fue 
aislada del suelo, e identificada como Micrococcus calcoaceticus por Beijerinck 
en 1911 (2), y hasta la creación del género en 1957 por Brisou y Prevot, éste 
estuvo insuficientemente definido, sufriendo un gran número de cambios 
taxonómicos, y llegando a ser denominada con hasta 15 géneros diferentes (3). 
A día de hoy, basándose en estudios de hibridación ADN-ADN y siguiendo los 
criterios de la taxonomía actual, el género Acinetobacter incluye más de 40 
genoespecies, de las cuales 34 son especies validadas 
(www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html). Desde el punto de vista clínico, las 
especies más relevantes son A. baumannii, y las especies genómicas 3 y 3TU 
(4) recientemente denominadas como Acinetobacter pitti sp. nov. y Acinetobacter 
nosocomialis sp. nov., respectivamente. (5). Estas 3 especies, junto A. 
calcoaceticus, están tan estrechamente relacionadas que es complicado 
distinguirlas por los métodos fenotípicos rutinarios, por lo que han sido incluidas 
dentro de un grupo común denominado complejo A. calcoaceticus-A. baumannii, 
aunque desde un punto de vista clínico, esto no es apropiado, ya que incluye 3 
de las especies clínicas más relevantes (A. baumannii, A. pitti y A. nosocomialis) 





Basándose en la ecología, epidemiología, y fenotipo antibiótico de los 
diferentes aislados, el género Acinetobacter fue dividido en tres grandes 
poblaciones (6): 
 
• Cepas aisladas de ambiente y equipamiento hospitalario, personal médico 
y pacientes hospitalizados. Formado principalmente por A. baumannii y 
cepas estrechamente relacionadas. Suelen ser resistentes a múltiples 
antibióticos, aunque a este grupo pertenecen excepciones como los 
aislados clínicos A. baumannii ATCC 19606T y A. baumannii ATCC 17978, 
que son sensibles a la mayoría de los antibióticos. 
 
• Cepas pertenecientes a la microbiota de la piel humana y animal, que 
también pueden ser encontrados en alimentos en mal estado. En este 
grupo estarían incluidas especies como Acinetobacter lwoffii y 
Acinetobacter radioresistens. 
 
• Cepas sensibles a antibióticos obtenidas de fuentes ambientales como el 
suelo y aguas residuales. Este grupo abarcaría a Acinetobacter 
calcoaceticus y A. johnsonii. 
 
La mayoría de los componentes de las dos últimas poblaciones son 
sensibles a antibióticos, aunque existen excepciones como A. johnsonii, y A. 
calcoaceticus, en los cuales se ha observado la existencia de genes de 
resistencia a carbapenemas (7).  
 
Los componentes de este género pueden ser encontrados en un amplio 
rango de nichos ecológicos, desde la piel humana (8) hasta el suelo y el agua 
(9). La habilidad de estas bacterias para colonizar casi cualquier superficie, y la 
capacidad de adquirir resistencia antibiótica las distingue de otras bacterias 
infecciosas. En los últimos años, las bacterias pertenecientes al género 
Acinetobacter han visto incrementada su importancia y se han convertido en uno 
de los principales focos de atención debido a varias razones. Por un lado, la 




adquirir y desarrollar resistencia a antibióticos (1, 11) han hecho de este género 
uno de los más importantes desde el punto de vista clínico. Por otra parte, su 
capacidad para eliminar el fósforo de aguas residuales (12), o su recientemente 
demostrada capacidad para degradar hidrocarburos (13), hacen que sea un 
género interesante por sus posibles aplicaciones en biorremediación. 
 
Como se ha comentado anteriormente, desde el punto de vista clínico, 
una de las especies que más ha destacado por su importancia en este género es 
A. baumannii. Esta bacteria se ha manifestado como un patógeno sumamente 
importante debido al incremento de las infecciones nosocomiales que ha 
causado en los últimos 30 años, y la propagación global de cepas portadoras de 
resistencias a múltiples antibióticos. 
1.2. El patógeno A. baumannii 
 
A. baumannii (Figura 1) es un bacilo gram negativo oportunista, no 
fermentativo, no flagelado, que forma parte de la microbiota normal de la piel 
humana, así como del tracto gastrointestinal y del aparato respiratorio superior. 
Además, también es común en el suelo y en el agua (9, 14).  
Recientemente, este microorganismo se ha manifestado como un 
importante patógeno. Los brotes nosocomiales de A. baumannii multirresistente 
a antibióticos se han visto incrementados en hospitales de todo el mundo, 
teniendo especial relevancia en las unidades de quemados (14, 15) y en UCIs 
(16). Esta bacteria ha sido incluida en la lista de los seis microorganismos más 
peligrosos según la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA 
por sus siglas en inglés) (17) (Tabla 1) debido principalmente a dos razones:  
• Su habilidad para crecer a diferentes valores de temperatura y pH, lo que 
hace que A. baumannii tenga la capacidad de sobrevivir en numerosos 
materiales utilizados en los hospitales (catéteres, ventilación mecánica) y 
pueda sobrevivir durante un considerable periodo de tiempo en ambientes 




• La multirresistencia de 
estos microorganismos adquirida 
debido a la alta plasticidad de su 
genoma mediante intercambio 
genético, y la baja permeabilidad 
de su membrana externa a 
determinados antibióticos (19-
21).  
El tipo de infecciones 
producidas por esta bacteria 
incluye neumonía, septicemia, 
infecciones en el tracto urinario y 
meningitis (3). En muchos casos, 
estas infecciones son adquiridas 
tras la exposición a A. baumannii a través del material hospitalario contaminado 
o por contacto con el personal que ha estado expuesto al microorganismo a 
través de un paciente colonizado (22). Estas infecciones, además de estar 
asociadas a una alta mortalidad, llevan a un incremento de la estancia en el 
hospital de los pacientes, lo que se traduce en un incremento de los gastos 
médicos (23, 24). 
 
Tabla 1: Listado de los microorganismos más peligrosos para el ser humano según la IDSA (17). 
 
 
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 
Escherichia coli y especies de Klebsiella 
Acinetobacter baumannii 
Aspergillus 




Figura 1: Imagen de un grupo de bacterias de A. 




1.3. Trascendencia de la infección hospitalaria por A. baumannii 
 
A. baumannii es responsable de un cada vez mayor número de 
infecciones hospitalarias. En muchas ocasiones, estas infecciones son causadas 
por cepas multirresistente, afectando generalmente a individuos con otras graves 
enfermedades subyacentes (4), lo cual empeora la situación considerablemente. 
 
La manifestación clínica más común de la infección por A. baumannii es la 
neumonía (25, 26), siendo también muy habituales las infecciones sanguíneas 
(26) y las infecciones por quemaduras (15, 27). Con menor frecuencia, aparece 
implicado en casos de meningitis (28-30), infecciones de tejidos blandos y piel 
(30, 31) y osteomielitis (32), ocurriendo estas dos últimas principalmente en 
personal militar. También se han descrito casos excepcionales de endocarditis 
(33). 
 
La neumonía causada por A. baumannii suele ocurrir en pacientes con 
ventilación mecánica en UCIs. La enfermedad se desarrollaría a través de la 
colonización de las vías aéreas mediante la exposición ambiental al patógeno 
(4). La mortalidad cruda asociada a esta infección está entre el 40% y el 70% 
(23, 34). 
 
Las infecciones sanguíneas causadas por este patógeno son comunes en 
las UCIs. Los orígenes más comunes de infección son las vías respiratorias 
inferiores, y los dispositivos intravasculares (35-37), siendo también las 
infecciones en heridas y del tracto urinario importantes fuentes de infección (38). 
La mortalidad cruda de estas infecciones está entre el 28% y el 43% (38). 
 
A. baumannii es una causa importante de infecciones por quemaduras, 
aunque, al igual que ocurre en los casos de neumonía, es difícil establecer la 
diferencia entre infección y colonización. El alto porcentaje de este tipo de 
infecciones causadas por cepas multirresistentes, y la mala penetración de 
muchos antibióticos en las quemaduras hace que éstas sean extremadamente 




personal militar, donde es la más común de las infecciones por quemaduras (39). 
A pesar de su seriedad, no hay datos clínicos claros sobre la mortalidad que 
genera. 
 
La infección en tejidos blandos y piel por parte de esta bacteria en UCIs 
es atípica (40, 41), aunque su implicación en las mismas no está clara debido a 
la dificultad para diferenciar colonización e infección. Sin embargo, en personal 
militar, se ha manifestado como un grave problema (41, 42), cuyo tratamiento se 
ha visto dificultado por las multirresistencias. Una situación parecida ocurre con 
los casos de osteomielitis, cuyos casos han alcanzado una importancia 
significativa en personal militar proveniente de Iraq y Afganistán (32). 
 
Se ha descrito un incremento en casos de meningitis causadas por A. 
baumannii, siendo la mayoría de pacientes que se recuperan de neurocirugías 
(29, 43). Debido a los pocos casos existentes, es difícil estimar el rango de 
mortalidad.  
1.4. Resistencia a antibióticos en A. baumannii 
 
1.4.1. Mecanismos de resistencia en A. baumannii 
 
La capacidad de A. baumannii para adquirir diferentes mecanismos de 
resistencia a antibióticos le ha permitido persistir en los ambientes hospitalarios y 
ha facilitado la emergencia de las cepas multirresistentes a nivel global.  
 
A continuación, se describirán los principales mecanismos de resistencia 
en A. baumannii. 
 
1.4.1.1. Resistencia a β-lactámicos 
 
En A. baumannii se distinguen cuatro mecanismos mediante los cuales las 





• Hidrólisis mediante β-lactamasas. 
• Cambios en las proteínas de unión a la penicilina (PBPs) que impiden su 
acción. 
• Disminución de la permeabilidad a los antibióticos a través de la 
membrana externa bacteriana modificando el número de porinas. 
• La actividad de bombas de expulsión que disminuyen la concentración del 
antibiótico en el interior de la bacteria. 
 
I. Hidrólisis mediante β-lactamasas 
 
El mecanismo más predominante en A. baumannii en cuanto a resistencia 
a β-lactámicos se refiere es la degradación enzimática por β-lactamasas. 
Basándose en su estructura molecular, las β-lactamasas fueron clasificadas por 
Ambler en 1980 en cuatro clases: A, B, C, D (44). 
 
a) β-lactamasas de clase A 
 
Las β-lactamasas de clase A son enzimas serina dependientes, al igual 
que las de clase C y D. Presentan, por tanto, una serina en el sitio activo, 
necesaria para catalizar la hidrólisis del antibiótico. 
 
Se han descrito diversos tipos de β-lactamasas de clase A en 
Acinetobacter. Así, se han publicado casos de aislamientos portadores de TEM 
(45), y CARB-5 (45, 46), enzimas que hidrolizan la ampicilina, carboxipenicilinas 
y ureidopenicilinas. 
 
Por otra parte, también se han descrito β-lactamasas de espectro 
extendido. Estas enzimas son de configuración plasmídica, e hidrolizan 
antibióticos como cefalosporinas de tercera y cuarta generación y el aztreonam. 
Destacan en este grupo PER-1 y PER-2 (47, 48), Veb-1 (49), SHV (50) y CTX-M-
2 (51). La detección de estas β-lactamasas de espectro extendido es compleja 




a pesar de su importante capacidad hidrolítica, no se sabe con certeza lo 
extendidas que están estas enzimas en A. baumannii.  
 
b) β-lactamasas de clase B 
 
Las β-lactamasas de clase B, también denominadas como metalo-β-
lactamasas (MBL) son enzimas capaces de hidrolizar carbapenemas, así como 
otros antibióticos β-lactámicos, excepto el aztreonam. Al contrario que las β-
lactamasas A y C, no son enzimas serina dependientes, sino que poseen un ion 
metálico en el sitio activo, generalmente Zinc, necesario para la catálisis (52). 
 
Este tipo de β-lactamasas se encuentran frecuentemente localizadas en 
integrones de clase 1, formando parte de transposones, lo que les permite 
desplazarse con relativa facilidad de unas bacterias a otras (53). 
 
En Acinetobacter, se han descrito 3 clases de enzimas de este tipo: IMP 
(54, 55), VIM (56, 57) y SIM (58). 
 
c) β-lactamasas de clase C 
 
Las β-lactamasas de clase C, en general, son enzimas cefalosporinasas 
que presentan un perfil hidrolítico mayor sobre cefalosporinas que sobre 
penicilinas, no inhibibles, además, por ácido clavulánico. 
 
Acinetobacter spp., al igual que otras bacterias gram negativas, presenta 
una β-lactamasas clase C en su cromosoma, concretamente, el gen ampC, que 
expresa de manera constitutiva una cefalosporinasa. El mecanismo más 
frecuente asociado a resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generación 
es la expresión de esta cefalosporinasa, cuya sobreexpresión está relacionada 
con la secuencia de inserción ISAba1 (59), situada aguas arriba del gen. 
 
A partir de análisis filogenéticos, se ha encontrado que los genes 




ancestro común codificante para una β-lactamasa, de forma que estarían más 
relacionados entre sí que con otros genes ampC presentes en otras bacterias 
(60). Así, se ha propuesto que estos genes representarían una nueva familia de 
β-lactamasas denominadas cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADCs) 
(61).  
 
d) β-lactamasas de clase D 
 
Las β-lactamasas de clase D, también denominadas OXAs, suelen ser 
potentes penicilinasas (oxacilinasas), y algunas son capaces de hidrolizar 
cefalosporinas de amplio espectro. Las más preocupantes son las OXAs que 
inactivan carbapenemas, también denominadas β-lactamasas de clase D 
hidrolizantes de carbapenemas (CHDLs), siendo éstas las carbapenemasas más 
comúnmente identificadas en A. baumannii. 
 
Se distinguen 4 subgrupos de este tipo de β-lactamasas (62). El primero 
de ellos, el CHDL OXA-23, con su derivada OXA-27, constituye el mayor 
subgrupo de CHDLs en cuanto a distribución geográfica se refiere. La primera 
OXA con actividad carbapenemasa descrita fue la OXA-23, que fue obtenida de 
un aislado clínico en Escocia en 1985 (63, 64), y a partir de ahí, se ha ido 
descubriendo distribuida a lo largo de todo el mundo. Se trata de 
carbapenemasas plasmídicas (65). El segundo subgrupo de CHDLs estaría 
formado por OXA-24 (también llamada OXA-40), OXA-25, OXA-26 y OXA-72. 
Los productores de OXA-24/40 son particularmente predominantes en Estados 
Unidos, España y Portugal (62). Comprende carbapenemasas principalmente 
cromosómicas identificadas en diversas cepas epidémicas (65) encontrándose 
también algunas plasmídicas (66). En el caso de la familia OXA-58, con sus 
variantes OXA-96, OXA-97 y OXA-164 están distribuidas por todo el mundo (62). 
Estas carbapenemasas pueden ser cromosómicas y plasmídicas (65). La 
expresión de estas enzimas se ve aumentada cuando el gen va acompañado de 
las secuencias de inserción ISAba1 e ISAba3 (67). La familia OXA-51 




a A. baumannii (68). Su expresión puede ser aumentada por la inserción aguas 
arriba de la secuencia ISAba1, la cual actúa como un eficaz promotor (69). 
 
Dentro de las OXAs no carbapenemasas merece la pena destacar las 
oxacilinasas OXA-21 y OXA-37, asociadas ambas a integrones (70, 71). 
 
II. Modificación en las proteínas de unión a la penicilina (PBPs) 
 
Las PBPs son proteínas esenciales para la biosíntesis de la pared 
bacteriana durante la proliferación celular, y éstas son diana de las β-
lactamasas, las cuales provocan inhibición del crecimiento y de la división 
celular, y pérdida de la biosíntesis de la pared, lo cual lleva a la lisis de la 
bacteria. 
 
La resistencia a β-lactámicos se desarrolla mediante la alteración de las 
PBPs y sus propiedades, de forma que las bacterias pueden disminuir la afinidad 
por el antibiótico mediante la variación del número de PBPs (reduciendo su 
número o sobreexpresando una determinada PBP), o produciendo una nueva 
PBP modificada. 
 
En A. baumannii, Gehrlein et al. (72) estudiaron la resistencia a 
carbapenemas en mutantes resistentes y su relación con PBPs, encontrando 
una disminución de seis PBPs y la sobreexpresión de una PBP de 24 KDa. Por 
otra parte, Cuenca et al. (73) describieron como una PBP de 73,2 KDa (PBP2a) 
se relaciona con la resistencia a imipenem y meropenem, mientras que su total 
ausencia, junto con otra de 70,1 KDa (PBP2b), se asocia con niveles de 
resistencia más elevados en ambos compuestos. 
 
III. Modificaciones en el número de porinas 
 
Las porinas son proteínas transmembranales o de membrana externa 
cuya función es permitir el paso de productos al interior de las bacterias. Poco se 




explican su baja permeabilidad en comparación con otros patógenos gram 
negativos, y son causa intrínseca de la resistencia a antibióticos que presenta. 
Así, estudios llevados a cabo por Sato y Nakae (74) revelaron que el coeficiente 
de permeabilidad para cefalosporinas es de 2 a 7 veces mayor en P. aeruginosa 
que en Acinetobacter spp.  
 
Diversos estudios han demostrado que estas proteínas tienen un 
importante papel en la resistencia a carbapenemas. Así, la reducción de CarO, 
una porina de 29 KDa que forma un canal inespecífico, está relacionada con 
resistencia a imipenem y meropenem (75, 76). Por otra parte, la pérdida de la 
porina Omp33-36 está asociada a la resistencia a carbapenemas (77). Otra 
porina relevante con respecto a la resistencia a β-lactámicos sería la HMP-AB 
(también denominada OmpA), proteína modificable por calor (78) y homóloga de 
OmpA de Enterobacteriaceae y OmpF de P. aeruginosa (79). Esta porina está 
implicada en la resistencia a aztreonam (80). Aunque su mecanismo de acción 
no está del todo claro, participaría en la expulsión de componentes del 
periplasma a través de la membrana externa acoplándose con sistemas de 
expulsión de la membrana interna, como sistemas de expulsión RND carentes 
del componente de la membrana externa (80). 
 
IV. Bombas de expulsión 
 
Las bombas de expulsión son mecanismos que median el flujo de salida 
de compuestos tóxicos para la bacteria, como los antibióticos, en un intercambio 
acoplado con protones. En A. baumannii se han identificado sistemas de 
expulsión asociados a resistencia a antibióticos pertenecientes a cinco 
superfamilias: ABC, RND, MATE, MFS y SMR (81), destacando entre las más 
importantes las RND asociadas a resistencia a β-lactámicos.  
 
AdeABC, perteneciente a la superfamilia RND, es la bomba mejor 
caracterizada en A. baumannii. Como todas las bombas de este tipo, presenta 
una estructura formada por tres componentes: AdeB, que forma el componente 




y AdeC, que es la proteína de membrana externa. La bomba AdeABC es 
codificada en el cromosoma, y está regulada por un sistema de dos 
componentes: un sensor quinasa (AdeS) y un regulador de respuesta (AdeR) 
(82). Sus sustratos son, entre otros antibióticos, los β-lactámicos, incluyendo 
carbapenemas (83, 84). La sobreexpresión de esta bomba, provocada por 
mutaciones en su sistema regulador, confiere alta resistencia a carbapenemas. 
 
AdeIJK fue el segundo sistema RND descrito en A. baumannii y, entre 
otros antibióticos, también es capaz de expulsar β-lactámicos, contribuyendo a 
su resistencia intrínseca (85). 
 
1.4.1.2. Resistencia a aminoglucósidos 
 
La resistencia a aminoglucósidos en A. baumannii es mediada 
principalmente por enzimas modificantes de aminoglucósidos (AMEs), en las que 
se incluyen aminoglucósido-fosfotransferasas, aminoglucósido-acetiltransferasas 
y aminoglucósido-nucleotidiltransferasas (60). Estas enzimas actúan impidiendo 
la unión del aminoglucósido a su diana, de forma que se confiere un alto nivel de 
resistencia para todos los aminoglucósidos usados clínicamente, incluyendo la 
gentamicina, la tobramicina, y la amikacina (86). 
 
Además de estas enzimas, también estarían implicadas en la resistencia a 
aminoglucósidos la bomba AdeABC, de la cual son sustratos, presentando una 
menor efectividad para la eliminación de kanamicina y amikacina debido a su 
naturaleza hidrofílica (87). También se ha descrito que la bomba AbeM, 
perteneciente a la superfamilia MATE, tiene como sustratos la gentamicina y la 
kanamicina (88). 
 
Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo de resistencia a 
aminoglucósidos, en el cual está implicada la acción de una metilasa del ARNr 
16S: ArmA. ArmA metila el sitio activo del ribosoma, lo cual da lugar a resistencia 





1.4.1.3. Resistencia a quinolonas 
 
Los mecanismos de resistencia de A. baumannii a quinolonas afectan a 
los genes que codifican para la girasa A (p. ej., gyrA) y para la subunidad A de la 
topoisomerasa IV (p. ej., parC) (89). Concretamente, estas mutaciones afectan a 
las regiones determinantes de resistencia a quinolonas (regiones QRDR) de los 
genes gyrA y parC, siendo las mutaciones más importantes las que provocan 
cambios en el codon 83 para gyrA y en el codon 80 para parC (90, 91). Estos 
cambios tienen como resultado una menor afinidad por la unión de la quinolona 
al complejo ADN-Enzima. Además de por estas mutaciones, la resistencia a 
quinolonas también puede ser mediada por las bombas de expulsión AdeABC y 
AbeM (1); y por OmpA, implicada en resistencia a ácido nalidíxico (80). 
 
1.4.1.4. Resistencia a tetraciclinas y glicilglicinas 
 
La resistencia a tetraciclinas y sus derivados puede ser mediada por dos 
mecanismos en A. baumannii: a través de bombas de expulsión y mediante 
protección ribosomal. 
 
TetA y TetB, bombas de expulsión pertenecientes a la superfamilia MFS, 
son las más prevalentes en A. baumannii, en las que TetA confiere resistencia a 
tetraciclina, y TetB a tetraciclina y minociclina (92). Tet39 también ha sido 
descrito en A. baumannii como mecanismo de resistencia a tetraciclinas 
mediante un sistema activo de expulsión (93), y aunque es más frecuente en 
ambientes acuáticos que en aislados clínicos, es un relevante mecanismo de 
resistencia en cepas clínicas (94). Al igual que TetA, tampoco confiere 
resistencia a minociclina.  
 
La protección ribosomal es mediada por tetM, que codifica para una 






Las glicilglicinas son una nueva clase de antibióticos de tetraciclinas 
modificadas, de los cuales la tigeciclina es el principal componente. La 
resistencia a estos antibióticos está mediada por el transportador AdeABC (96). 
Además, la bomba AdeIJK también parece actuar de una forma sinérgica con 
AdeABC para la eliminación de tigeciclina (85). 
 
1.4.1.5. Resistencia a polimixinas 
 
A pesar de que recientemente se han descrito brotes de A. baumannii 
resistentes a polimixinas (97-99) poco se conoce sobre su mecanismo de 
resistencia. En gram negativos, esta resistencia viene dada por modificaciones 
en el lipopolisacárido que interfieren en la unión del antibiótico a la membrana 
externa bacteriana (100). En A. baumannii se han descrito dos mecanismos de 
resistencia a colistina. El primero de ellos implica la inactivación total de la ruta 
de síntesis del lípido A, lo que lleva a la pérdida total del lipopolisacárido (LPS). 
Diferentes mutaciones, como deleciones, mutaciones puntuales o inserciones, 
pueden inactivar uno de los tres primeros genes (lpxA, lpxC, y lpxD) de la ruta 
biosintética del lípido A (101-103). El segundo mecanismo implica cambios que 
afectan a la regulación de la expresión en el sistema regulador de dos 
componentes PmrA/B, los cuales afectan a la expresión de genes implicados en 
la modificación del Lípido A (pmrA, pmrB), alterándose así su susceptibilidad a la 
colisitina (104, 105). 
1.4.2. Mecanismos de intercambio genético: Transferencia de genes de 
resistencia en Acinetobacter 
 
En las bacterias gram negativas, el ADN puede ser intercambiado por 
conjugación, transducción y transformación (106, 107) y, recientemente, se ha 
descrito un nuevo mecanismo de intercambio genético a través de OMVs (Figura 
2). La transformación es la adquisición directa de ADN libre. Las bacterias que 
captan el ADN se denominan transformantes y, para que esto tenga lugar, es 
necesario que la bacteria sea competente, es decir, que permita que el ADN se 




nuevos genes. Este ADN, una vez internalizado, podrá mantenerse como 
elemento autónomo, en caso de que lo sea, o bien integrarse en el genoma del 
huésped. En la transducción, es un virus bacteriófago el que transfiere los genes 
entre bacterias compatibles, siendo un proceso más restringido y específico que 
los demás. Desde el punto de vista clínico, es más importante en gram positivos. 
Para que se lleve a cabo la conjugación, es necesario que las bacterias estén en 
contacto entre sí, participando en el proceso el denominado “pilus conjugativo”, a 
través del cual se produce el intercambio del material genético. Las OMVs son 
estructuras esféricas que son secretadas de forma natural por todas las 
bacterias gram negativas (108). Su maquinaria de secreción sigue siendo 
desconocida. Aunque en un principio se creía que su formación era debida a un 
proceso físico asociado al desgaste de la membrana externa, actualmente se 
cree que se trata de un elaborado mecanismo, existiendo numerosas teorías 
sobre su proceso de biogénesis (109). Miden entre 20 y 200 nm, y están 
formadas a partir de la membrana externa bacteriana, por lo que están 
compuestas principalmente por proteínas de membrana externa, proteínas 
periplásmicas y lipopolisacáridos, aunque también se han descrito casos de 
OMVs formadas, además, por membrana interna y conteniendo material 
citoplasmático en su interior (109). Se ha observado que este tipo de OMVs se 
pueden formar tanto por estrés (110) como de manera natural (111). Pérez Cruz 
et al. observaron recientemente que Shewanella vesiculosa M7T produce 2 tipos 
de OMVs de forma natural, proponiendo un nuevo nombre para las OMVs 
formadas, además, por membrana interna: vesículas de membrana externa-
interna (O-IMV) (111). En el interior de las OMVs se pueden encontrar también 
ácidos nucleicos, tanto ADN como ARN (109), los cuales pueden ser 
transmitidos a otras bacterias, por lo que, entre las muchas funciones que 
presentan las OMVs, también estaría el intercambio genético (Figura 2). Se 
facilita así la transmisión de genes a largas distancias y, al estar en el interior de 
las OMVs, se proporciona un ambiente adecuado para la protección del ADN de 
la acción de nucleasas. Se han descrito casos de transferencia de genes 





En el género Acinetobacter, se ha descrito transferencia horizontal 
genética a través de conjugación, transformación y transducción (114-116), y 
recientemente, en A. baylyi se ha descrito transferencia genética a través de 
OMVs (117). Este mecanismo actuaría tanto intraespecie como interespecie, 
existiendo diferentes mecanismos de liberación de ADN dependiendo del 
receptor (117). Por otra parte, se ha demostrado que A. baumannii ATCC 19606 
produce varios tipos de 
OMVs in vitro según la 
fase de crecimiento en la 
que se encuentre, las 
cuales pueden variar en 
composición y tamaño 
(118). Algunas de estas 
OMVs estarían formadas 
por membrana interna y 
externa, conteniendo en 
su interior constituyentes 
del periplasma y del citosol 
(118), permitiendo de esta 
forma la llegada de ADN a 
las vesículas.  
 
Muchos de los 
genes que codifican para 
enzimas inactivadoras de 
antibióticos pueden estar 
asociados con elementos genéticos como transposones, integrones o plásmidos, 
lo cual es indicativo de su adquisición mediante transferencia horizontal (4, 119). 
Los plásmidos son elementos que presentan capacidad de replicarse 
autónomamente. Se han asociado a plásmidos genes de resistencia a 
aminoglucósidos (120) y a β-lactámicos (4). Los transposones son elementos 
genéticos móviles que están integrados en el cromosoma o en plásmidos. Son 
Figura 2: Esquema de los diferentes mecanismos de 
intercambio genético existentes en bacterias gram 




























muy importantes en la diseminación de genes de resistencia en Acinetobacter 
(60). Muchos de estos transposones contienen integrones. Éstos son elementos 
genéticos incapaces de moverse por sí mismos, por lo que necesitan un 
plásmido o un transposón para moverse (60). Son capaces de capturar y 
movilizar genes de resistencia antibiótica, siendo los más frecuentemente 
asociados a este tipo de genes los de clase 1 y los de clase 2 (119). En 
Acinetobacter son predominantemente de clase 1, mientras que la distribución 
de los de clase 2 es más variable, siendo más abundantes en cepas clínicas de 
Sudamérica (121). El primer integrón de clase 2 con un gen codificante para β-
lactamasas ha sido identificado recientemente en A. baumannii, y está 
compuesto por siete determinantes de resistencia, incluyendo blaCARB-4. (122). El 
nivel de expresión en algunos genes de resistencia presentes en A. baumannii 
es muy bajo, pudiendo ser sobreexpresados debido a la acción de elementos 
genéticos. Es el caso de las β-lactamasas y las secuencias de inserción (IS), que 
proporcionan un eficiente promotor que produce su sobrexpresión (4). Los IS son 
los elementos genéticos más pequeños capaces de transponerse 
independientemente en un organismo, pudiendo causar mutaciones por 
inserción y reordenamientos genómicos. Las IS codifican para transposasa, lo 
que las hace un elemento genético móvil; proporcionan promotores para activar 
o aumentar la expresión de genes de resistencia aguas abajo; y movilizan genes 
asociados a ISs a través de integrones, transposones, plásmidos y cromosoma, 
incrementando así la probabilidad de que un gen de resistencia pueda ser 
transferido. En Acinetobacter se han identificado más de 30 ISs, estando 
asociadas la mayoría a genes codificantes para β-lactamasas (119). 
 
1.5. Patogénesis en A. baumannii 
 
La patogénesis microbiana es definida por factores que favorecen la 
colonización, el desarrollo de la infección y la persistencia en superficies, tanto 
vivas como inertes, de la bacteria. A pesar de que A. baumannii es una de las 
especies más estudiadas, y su importancia como patógeno es elevada, los 




en los últimos años cuando han empezado a aparecer diversos trabajos tratando 
este tema.  
 
En A. baumannii se han descrito los siguientes mecanismos patogénicos 
(Tabla 2): 
 
• Adherencia y formación de biofilm: A. baumannii posee la capacidad de 
interactuar con diferentes tipos de superficies, y adherirse a ellas. Esta 
capacidad es la que le permite colonizar diverso material hospitalario, 
como catéteres (123), lo que facilita las infecciones nosocomiales 
causadas por esta bacteria. Además de a superficies inertes, también es 
capaz de adherirse a superficies vivas, como por ejemplo, células 
epiteliales (124). Esta adherencia conlleva a la formación de biofilms, los 
cuales son estructuras multicelulares complejas en los que las bacterias 
se encuentran fijadas a un sustrato, embebidas en una matriz extracelular 
producida por ellas mismas, y que está formada por sustancias 
poliméricas, como exopolisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y otras 
sustancias (125). La formación de biofilms es frecuente en cepas clínicas 
de A. baumannii (126), y es un factor importante para la colonización y 
persistencia, tanto en tejidos infectados como en material hospitalario. 
Además, confiere resistencia a antibióticos (124, 127), ya que las 
bacterias, en su interior, se encuentran protegidas, siendo también más 
resistentes a la desecación y al estrés ambiental.  
 
• Captación de hierro a partir de grupos hemo y mediante sideróforos: El ion 
férrico (Fe3+) está poco disponible para las bacterias debido a su baja 
solubilidad en condiciones aeróbicas y por su captación por moléculas 
como los grupos hemo o por proteínas de alta afinidad por el hierro como 
la transferrina. A. baumannii contiene en su genoma genes que codifican 
para productos cuya función es la captura de hierro a partir de grupos 
hemo, los cuales están disponibles para su captación en zonas donde 
existe daño celular y tisular causado por infecciones, como por ejemplo en 




heridos (1). También se han descrito sideróforos en A. baumannii, 
proteínas de unión a hierro responsables de su captación. El sistema 
mejor descrito es el mediado por el sideróforo acinetobactina, descrito por 
primera vez en la cepa ATCC 19606 (129). Estudios recientes han 
demostrado que la producción de un sistema de adquisición de hierro 
mediado por acinetobactina es indispensable para la persistencia y la 
capacidad de causar citotoxicidad de esta cepa, así como de causar 
muerte en modelos animales, quedando reflejado de esta manera su 
papel crucial en virulencia (130). 
 
• Factores de virulencia: En comparación con otros patógenos gram 
negativos, en A. baumannii se han identificado pocos factores de 
virulencia. Se han descrito los siguientes: 
 
o Porinas: OmpA es, sin duda, el mejor descrito de los factores de 
virulencia de A. baumannii. Se ha visto que es capaz de causar 
apoptosis y citotoxicidad dañando las mitocondrias y el núcleo en 
células eucariotas (131, 132). Esta proteína forma parte de las 
OMVs, mediante las cuales alcanzaría las células eucariotas, 
pudiendo así ejercer su efecto citotóxico (133). Además de ser un 
factor de virulencia de por sí, OmpA interviene en la formación de 
biofilm y en la adherencia de A. baumannii (134, 135). Por otra 
parte, la porina Omp33-36 también está implicada en la virulencia 
de A. baumannii, ya que juega un papel importante en la 
adherencia bacteria-células eucariotas mediante su unión a 
fibronectina (135). Además, Smani et al. (136) demostraron que 
esta porina es clave en la patogénesis de A. baumannii, tanto in 
vivo como in vitro, aunque su mecanismo de acción no fue 
estudiado. OprD y CarO también parecen estar implicadas en 
virulencia, aunque su papel es desconocido. Una baja expresión de 
los genes que codifican para ambas porinas implica una reducción 





o Fosfolipasas C y D: En el genoma de A. baumannii se han 
detectado dos genes que codifican para ambas enzimas. La 
fosfolipasa C produce un aumento de la citotoxicidad en células 
eucariotas (138), mientras que la fosfolipasa D se ha visto que es 
crucial para la resistencia al suero humano, la invasión de células 
epiteliales y la patogénesis en modelos animales (139). Estas 
enzimas intervienen en la patogénesis participando en la lisis de las 
células eucariotas, escindiendo los fosfolípidos de la membrana 
plasmática. 
 
o Lipopolisacárido y polisacárido capsular: Ambos han sido 
considerados factores de virulencia en A. baumannii. El 
lipopolisacárido activa la respuesta inmune innata (140). Además, 
se ha visto que mutantes carentes de LpsB presentan una 
disminución de la resistencia al suero y descenso en la 
supervivencia en modelos animales (140). El polisacárido capsular 
parece tener un papel relevante en la protección de la bacteria 
frente a la respuesta inmune (141). Cepas mutantes por inserción 
en los genes ptk o epsA presentaban una reducción en el 
crecimiento en suero humano y líquido ascítico, y se ha observado 
que tienen una menor persistencia en modelos de infección en rata. 
 
o PBPs: Además de en resistencia, también pueden estar implicadas 
en virulencia. Cepas mutantes para el gen pbpG, que codifica para 
la PBP7/8, presentan una reducción en la resistencia al suero y en 
la virulencia en modelos animales (142). 
 
o OMVs: Como se explicará más adelante, las OMVs tienen un papel 
crucial en la patogenicidad, presentando diversas funciones entre 
las que están liberar factores de virulencia. A. baumannii secreta 
OMVs, y éstas portan OmpA, de forma que participan en su 





Tabla 2: Principales factores de virulencia presentes en A. baumannii. Tabla adaptada de la 
referencia (25). 
 
Factor de virulencia  Función en patogénesis 
OmpA  
Inducción de apoptosis en células eucariotas, adherencia 
e invasión de células epiteliales, formación de biofilm, 
motilidad en superficies, resistencia al suero 
Lipopolisacárido  Evasión de la respuesta inmune, activación de la 
respuesta inmune 
Polisacárido capsular  Evasión de la respuesta inmune, crecimiento en suero 
Fosfolipasa D  Resistencia al suero, diseminación bacteriana, 
supervivencia in vivo bacteriana 
PBP7/8 Biosíntesis del peptidoglicano, estabilidad celular, 
crecimiento en suero 
OMVs 
Liberación de factores de virulencia al citoplasma de las 
células eucariotas, transferencia de material genético 
entre bacterias 
Sistema de adquisición de 
hierro mediante 
acinetobactina 
Proporción del hierro necesario para la persistencia en el 
huésped, inducción de apoptosis 
 
1.6. Interacción huésped-patógeno: papel de las OMVs y respuesta del 
huésped 
 
Las bacterias patógenas gram negativas, durante la infección, secretan 
productos que aumentan la supervivencia bacteriana y provocan daños en el 
huésped. Esta secreción es de por sí un proceso complejo debido a las 
características de la envuelta bacteriana, formada por dos membranas lipídicas, 
la interna y la externa, con el periplasma y la pared de peptidoglicano entre ellas. 
Las bacterias han desarrollado numerosas estrategias para permitir que los 
factores de virulencia accedan a las células del huésped, alterando la biología de 
las células y permitiendo la colonización bacteriana. Estos mecanismos 
requieren que exista contacto entre la bacteria y las células. Así, por ejemplo, los 
sistemas de secreción Tipo III y Tipo IV liberan proteínas directamente en el 
citoplasma de las células eucariotas (143). Mediante estos sistemas se secretan 
proteínas individuales o pequeños complejos.  
 
Además de éstos, existe otro mecanismo mediante el cual las bacterias 
pueden excretar al medio grandes y complejos grupos de proteínas y lípidos sin 
que haya necesidad de contacto bacteria-célula: las OMVs. Estas estructuras 




(144), transporte de toxinas (145, 146), formación de biofilms (147), y 
transferencia de genes (148, 149). Las mejor caracterizadas pertenecen a 
patógenos, cuyo análisis ha demostrado que mediante este sistema transportan 
factores de virulencia. Además, existe diferencia entre la cantidad de OMVs 
producidas por bacterias patógenas y las producidas por no patógenas, siendo 
mayor la cantidad producida por las patógenas (150, 151), quedando así de 
manifiesto la implicación e importancia de las OMVs en virulencia. 
1.6.1. OMVs y virulencia  
 
Las OMVs son un potente mecanismo de virulencia. OMVs procedentes 
tanto de patógenos intracelulares como extracelulares han sido identificadas en 
diferentes tejidos del huésped, poniéndose así de manifiesto su capacidad para 
acceder a una gran variedad de ambientes (108). Además, han sido detectadas 
en diferentes fluidos de individuos infectados, demostrándose así su capacidad 
para diseminarse a lugares alejados del foco de infección. Así, por ejemplo, 
OMVs de Borrelia burgdorferi fueron detectadas en orina y sangre de ratones 
infectados (152). 
 
En bacterias patógenas son especialmente importantes para la infección, 
presentando diversas funciones, como transportar toxinas, establecer un nicho 
de colonización, o modular la respuesta y la defensa del huésped. 
 
Estas estructuras presentan factores en su superficie que pueden mediar 
la adhesión con las células eucariotas, lo que permite la liberación de su 
contenido al interior celular (108). La manera en que sucede esta fusión entre 
membranas no ha sido explicada. Estudios en E. coli sugieren que las OMVs se 
fusionan en zonas determinadas de la membrana plasmática eucariota, 
concretamente en las denominadas balsas lipídicas, microdominios ricos en 
colesterol y menos fluidos que su entorno (153). 
 
El transporte de toxinas activas está asociado a OMVs y, en muchas 




suelen ser más activas cuando aparecen asociadas a OMVs que cuando son 
liberadas al exterior por sí solas, y la respuesta de las células eucariotas es 
diferente según como se presenta la toxina (108). Ejemplos de toxinas asociadas 
a OMVs son la toxina Shiga de E. coli (149), VacA de Helicobater pylori (154) o 
la toxina Cif en P. aeruginosa (155). 
 
Las OMVs contienen componentes que son reconocidos por las células 
eucariotas y disparan la respuesta inmune. Una respuesta inflamatoria 
hiperestimulada es destructiva para el huésped, y los lipopolisacáridos y las 
proteínas de membrana externa presentes en las OMVs pueden activar las 
células inmunes vía receptores de tipo Toll induciendo la migración de leucocitos 
(156). De esta forma, incluso las OMVs que no porten toxinas pueden causar 
daño. Además de producir esta reacción, las OMVs pueden permitir a las 
bacterias evitar la detección del sistema inmune durante la colonización, como 
se ha visto, por ejemplo, en Neisseria gonorrhoeae (157). 
 
Por otra parte, las OMVs no solo son importantes en virulencia por su 
mecanismo contra las células eucariotas. También es importante el efecto que 
tienen sobre otras bacterias. Así, muchas bacterias usan las OMVs como una 
forma de obtener ventaja sobre otras en un ambiente de competencia directa, 
liberando toxinas que pueden afectar a otras bacterias tanto gram negativas 
como gram positivas, pero que son inocuas para su especie. Se ha visto en P. 
aeruginosa que sus OMVs son bacteriolíticas (110). Se demuestra de esta forma 
que las OMVs permiten a las bacterias obtener un nicho en un ambiente 
competitivo con otras bacterias, como puede ser la colonización de un huésped. 
1.6.2. Respuesta del huésped ante la infección bacteriana: apoptosis y 
autofagia 
 
La defensa contra los patógenos requiere de la coordinación de múltiples 
vías de señalización. Durante la infección, las células eucariotas reconocen 




una cascada de señales intracelulares que llevan a la activación de mecanismos 
antimicrobianos para eliminar la infección (158). 
 
La muerte celular, que es un proceso que ocurre muy frecuentemente 
durante las infecciones, es también un mecanismo de defensa en sí mismo. La 
muerte de la célula puede traer consigo la muerte del patógeno, lo cual ayuda a 
la eliminación de la infección. Mediante la destrucción del tejido infectado se 
elimina el nicho del patógeno, por lo que se dificulta su replicación y su 
diseminación (159). 
 
Se han descrito diferentes mecanismos de muerte celular causados por 
bacterias, y que sea una u otra la que se desarrolle dependerá de diferentes 
factores, entre los que se incluyen la naturaleza del patógeno, la carga del 
mismo y el lugar de infección (159). Un tipo de muerte celular no tiene por qué 
excluir a otro, ya que se pueden dar de forma simultánea. La apoptosis y la 
autofagia son dos de estos mecanismos. Mientras que la apoptosis es un tipo de 
muerte celular programada en el cual la célula eucariota se “suicida”, la 
autofagia, en un principio, es un mecanismo que tiene como fin la supervivencia 




La apoptosis es el mecanismo de muerte celular programada más 
estudiado, en el cual las células se destruyen sin desencadenar ningún tipo de 
reacción inflamatoria. Presenta un papel importante durante el desarrollo, la 
homeostasis y también en la regulación de la respuesta de las células frente a 
determinados patógenos (160-163). La apoptosis provoca una serie de cambios 
morfológicos en la célula (Figura 3) como son la reducción de su tamaño, 
vesiculación de la membrana, la condensación de la cromatina y la 
fragmentación del núcleo y del propio ADN (164, 165). Finalmente, la célula se 
fragmenta en pequeñas estructuras compactas denominadas cuerpos 
apoptóticos, los cuales son eliminados por los macrófagos. La apoptosis puede 




la célula. Estos estímulos pueden activar una familia de cisteín-proteasas 
denominadas caspasas, las cuales son inicialmente sintetizadas como enzimas 
inactivas denominadas procaspasas (166-168). Las procaspasas pueden ser 
divididas en dos grupos: procaspasas iniciadoras, en las cuales se incluyen las 
procaspasas 2, 8, 9 y 10; y las procaspasas efectoras, en las cuales se incluyen 
las procaspasas 3, 6 y 7.  
  
El complejo de receptores de muerte y ligandos específicos en la 
superficie de la célula activa la caspasa 8, la cual activa a las caspasas efectoras 
3, 6 y 7, induciéndose de esta manera la apoptosis. Algunas señales apoptóticas 
desencadenan cambios en las mitocondrias, lo cual lleva a la liberación del 
citocromo c por parte de las mismas al citosol. En el citosol, el citocromo c se 
une al factor activador de apoptosis 1 (Apaf-1) y activa la caspasa 9, la cual 
activa las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (169, 170). 
 
Se han descrito varios patógenos capaces de provocar apoptosis en 
eucariotas. Este mecanismo es activado a través de la producción de toxinas o la 
expresión de factores de virulencia que interactúan directamente con 
componentes clave para la activación del proceso apoptótico (171). Así, como ya 
Figura 3: Esquema de los cambios morfológicos en las células eucariotas asociados 
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se ha explicado, en A. baumannii se ha descrito que OmpA es capaz de causar 




La autofagia es un proceso asociado al mantenimiento de la homeostasis 
celular, en el cual se degradan constituyentes de la propia célula, como por 
ejemplo, proteínas mal plegadas, orgánulos viejos o defectuosos, o incluso 
cualquier componente citoplasmático al azar (172). Este proceso está 
coordinado por un grupo de proteínas especializadas denominadas Atg, que 
inicialmente fueron descritas en levaduras (173). La autofagia se origina a partir 
de un estímulo que va a provocar que se lleven a cabo una serie de 
reordenamientos de membranas en el interior de la célula que llevan al secuestro 
de diferentes componentes del citoplasma por parte de unas estructuras 
denominadas fagóforos, cuyo origen se cree que pueden ser zonas 
especializadas del retículo endoplasmático (173). La membrana aislada se 
elonga y rodea el objetivo formando el autofagosoma, un orgánulo de doble 
membrana característico de este proceso (174). El autofagosoma finalmente se 
acaba fusionando con el lisosoma, donde su contenido es degradado (Figura 4).  
 





En el desarrollo del proceso autofágico están implicadas muchas 
proteínas. Dos de ellas son p62 y LC3B. La proteína adaptadora p62 es 
degradada selectivamente durante la autofagia (175), y se acumula en el 
citoplasma de las células eucariotas cuando el proceso autofágico es inhibido 
(176). Por otra parte, cuando la autofagia es activada, los niveles de esta 
proteína decrecen. LC3B es una proteína que participa en la maduración del 
autofagosoma, y puede ser encontrada de dos formas: LC3B-I (en el citosol) y 
LC3B-II (unida a la membrana del autofagosoma). 
 
La función principal de la autofagia es la adaptación a condiciones de 
escasez de nutrientes, de forma que así, aprovechan sus propios materiales 
para generarlos (172). Pero este proceso también puede ser activado por 
patógenos, ya que la autofagia es una manera efectiva de eliminar patógenos 
intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis y Streptococcus del grupo A 
(177, 178). Una vez que los patógenos invaden la célula, la respuesta autofágica 
es activada, de forma que éstos son atrapados por los autofagosomas para ser 
finalmente degradados en autolisosomas. Sin embargo, algunos patógenos han 
desarrollado estrategias para modificar y usar este mecanismo en su propio 
beneficio, de forma que se han identificado dos métodos (179): En el primero de 
ellos, algunos microorganismos son capaces de permanecer en el interior de los 
autofagosomas, impidiendo su maduración en los lisosomas, lo cual garantiza la 
continuación de la infección (180). En el segundo de ellos, más complejo, los 
patógenos toman el control del proceso autofágico normal, de forma que 
obtienen ventajas para su supervivencia y replicación (181). Así, bacterias como 
Legionella pneumophila o Coxiella burnetii (179), utilizando los autofagosomas 
como su nicho intracelular, manipulan la autofagia a nivel molecular como 
estrategia para conseguir una infección persistente. Otra ventaja que les 
proporciona es la adquisición de nutrientes en los compartimentos autofágicos, 
los cuales son una fuente continua de péptidos y aminoácidos, que pueden ser 











Como se ha descrito anteriormente, A. baumannii ha emergido en los 
últimos años como un importante patógeno nosocomial debido, por un lado, a la 
multirresistencia a antibióticos que ha desarrollado y, por otro, a la gravedad de 
las infecciones causadas por este microorganismo. Por esta razón, es de vital 
importancia el estudio de los diferentes mecanismos que hacen que esta 
bacteria sea tan eficaz en el desarrollo de este tipo de infecciones.  
 
Los objetivos principales de la presente tesis doctoral tuvieron como 
finalidad el estudio de diferentes aspectos de A. baumannii. Se analizó el papel 
de diferentes mecanismos de resistencia en el fenotipo multirresistente de cepas 
clínicas, se describió un nuevo mecanismo de transferencia de genes de 
resistencia a través de OMVs y se identificó una porina, la Omp33-36, como un 
nuevo factor de virulencia de esta bacteria. 
 
Los objetivos concretos de cada capítulo fueron los siguientes: 
2.1. Objetivos del capítulo 1 
 
• Investigar los mecanismos de resistencia a carbapenemas, 
aminoglucósidos, glicilglicinas, tetraciclinas y quinolonas presentes en 90 
cepas clínicas multirresistentes de A. baumannii pertenecientes a dos 
clones no relacionados genéticamente. 
 
• Analizar la interrelación o nexo de los diferentes mecanismos de 
resistencia en cepas clínicas de A. baumannii mediante el estudio de la 






2.2. Objetivos del capítulo 2 
 
• Analizar la presencia del gen blaOXA-24 en las OMVs emitidas por cepas 
clínicas de A. baumannii resistentes a carbapenemas. 
 
• Estudiar si las OMVs de cepas clínicas de A. baumannii resistentes a 
carbapenemas son capaces de transmitir el gen blaOXA-24 a otras cepas 
sensibles, y transformarlas volviéndolas resistentes. 
2.3. Objetivos del capítulo 3 
 
• Analizar la estructura, función y localización de la porina Omp33-36 en A. 
baumannii. 
 
• Determinar el papel de Omp33-36 en el desarrollo de citotoxicidad en 
diferentes tipos de células eucariotas. 
 












3.1. Artículo I: Contribución de las bombas de expulsión, porinas y β-
lactamasas a la multirresistencia en aislados clínicos de A. baumannii 
 
 
La multirresistencia desarrollada por cepas de A. baumannii ha emergido 
en las últimas décadas principalmente como resultado de una combinación de 
dos factores: por un lado, la gran plasticidad de su genoma (60); por otro, la 
mutación de genes endógenos provocando alteraciones que van asociadas a la 
resistencia a antimicrobianos, como la sobreexpresión de las β-lactamasas 
cromosómicas AmpC (59) y OXA-51-like (183), la pérdida de expresión de las 
porinas (CarO y Omp33-36) (75, 77), la mutación en los genes gyrA y parC (89) 
y la sobreexpresión de bombas de expulsión (81). 
 
En el año 2010, 444 cepas clínicas de A. baumannii procedentes de 42 
hospitales fueron aisladas de 273 pacientes e identificadas para formar parte del 
2º estudio multicéntrico de este patógeno en España (GEIH-REIPI-2010-Ab) 
(184). Las diferentes cepas fueron identificadas por MALDI-TOF (185) y ARDRA 
(186). La identificación a nivel de especie fue confirmada mediante la detección 
de los genes OXA-51 por PCR (187) y bsp por RT-PCR (188, 189). 
 
En este estudio se analizó la interrelación de los mecanismos de 
resistencia a carbapenemas, aminoglucósidos, glicilglicinas, tetraciclinas y 
quinolonas en 90 cepas clínicas multirresistentes aisladas de dos clones de A. 
baumannii no relacionados genéticamente y que mostraban gran variabilidad de 
resistencia antibiótica: el clon PFGE-ROC-1, procedente del hospital Virgen del 
Rocío de Sevilla, y el clon PFGE-HUI-1, procedente del hospital Insular de Gran 
Canaria. Como cepa de referencia para estudiar los diferentes mecanismos de 
resistencia, se utilizó la cepa A. baumannii ATCC 17978. La relación clonal entre 
las cepas fue determinada por electroforesis en campo pulsante (PFGE) (190, 
191). Las cepas de cada clon también fueron analizadas por MLST (5). Se 




OXA-58, pasándose a designar PFGE-ROC-1OXA-58; y 18 cepas eran portadoras 
de la β-lactamasa OXA-24, pasándose a designar PFGE-ROC-1OXA-24. El clon 
PFGE-HUI-1(ST79) resultó ser susceptible a carbapenemas. 
 
La susceptibilidad antibiótica fue determinada mediante microdilución, 
siguiendo las recomendaciones CLSI (184). Se estudió la variabilidad en las 
CMIs a glicilglicinas, aminoglucósidos, tetraciclinas, rifampicina y doripenem, 
obteniéndose los siguientes resultados: 
 
• PFGE-ROC-1OXA-58: tigeciclina (≤0.25-2mg/L), gentamicina (1->64 mg/L), 
amikacina (<2-64 mg/L), doxiciclina (16->64 mg/L), minociclina (1-8 mg/L), 
tetraciclina (>64 mg/L), netilmicina (1->64 mg/L), rifampicina (1-64 mg/L), 
tobramicina ( <0.5-64) y doripenem (4-8 mg/L). 
 
• PFGE-ROC-1OXA-24: tigeciclina (≤0.25-1mg/L), gentamicina (2->64 mg/L), 
amikacina (<2-64 mg/L), doxiciclina (16-32 mg/L), minociclina (<0.5-4 
mg/L), tetraciclina (>64 mg/L), netilmicina (64->64 mg/L), rifampicina 
(<0.5-4 mg/L), tobramicina ( 4-64 mg/L) y doripenem (64->64 mg/L).  
 
• PFGE-HUI-1: tigeciclina (1-2 mg/L), gentamicina (16->64 mg/L), amikacina 
(4-64 mg/L), doxiciclina (<0.5-8 mg/L), minociclina (<0.5-1 mg/L), 
tetraciclina (4->64 mg/L), netilmicina (4->64 mg/L), rifampicina (2-32 
mg/L), tobramicina (8-64 mg/L) y doripenem (<0.5-2 mg/L).  
 
Mediante PCR, se detectaron en todos los clones la combinación de 
genes que codifican para enzimas modificadoras de aminoglucósidos 
AacC1/AphA1/AadB. También se detectaron genes Tet en ambos clones: tetB en 
todas las cepas de PFGE-ROC-1 y tetA(39) en la mayoría de las cepas PFGE-
HUI-1. 
 
Mediante secuenciación, en las cepas resistentes a quinolonas se 
detectaron mutaciones en gyrA, la cual provoca el cambio aminoacídico 




Se usó RT-PCR a tiempo real para analizar en las diferentes cepas la 
expresión de adeB(AdeABC), adeJ(AdeIJK), adeG(AdeFGH), abeM, craA y 
amvA (genes pertenecientes a sistemas de expulsión); oprC ,oprD, ompW, 
ompA, carO, omp33, dcap-like, oprB y omp25 (genes pertenecientes a porinas o 
proteínas de membrana externa); y, finalmente, los genes OXA-51 y ampC, que 
codifican para β-lactamasas. Para cada cepa, las expresiones relativas (ER) 
fueron normalizadas utilizando los genes constitutivos rpoB y gyrB. Como cepa 
referencia, se utilizó A. baumannii ATCC 17978.  
 
Los resultados mostraron expresiones relativas elevadas tanto del gen 
adeB (ER 20-40 veces) como de adeJ (ER 2,5-9) en aislamientos del clon 
PFGE-ROC-1. No fue posible detectar adeB en el clon PFGE-HUI-1. 
 
La ER para adeG, craA, abeM y amvA en todas las cepas fue de entre 
0.003 y 1. Por otro lado, la expresión de las porinas no mostró relación 
estadísticamente significativa con la resistencia a antibióticos en los clones 
PFGE-ROC-1 y PFGE-HUI-1. Sin embargo, en las cepas de PFGE-ROC-1OXA-24, 
la ER de los genes carO y omp25 fue menor que en PFGE-ROC-1OXA-58, 
mientras que la ER de los genes OXA-51 y ampC fue similar entre todas las 
cepas. 
 
En definitiva, la relación estadística entre los valores de CMIs y la ER de 
los diferentes genes de resistencia constitutivos junto con la presencia de genes 
adquiridos fue la que se describe a continuación: 
 
• Carbapenemas (imipenem, meropenem y doripenem): La resistencia fue 
asociada a la presencia de las β-lactamasas tipo OXA (OXA-24 y OXA-58) 
en las cepas del clon PFGE-ROC-1.  
 
• Aminoglucósidos: En las cepas resistentes a gentamicina del clon PFGE-
ROC-1, el sistema AdeABC aparece sobreexpresado, combinado en 




Además, en las cepas de ambos clones, la presencia de estas acetilasas 
fue asociada con resistencia a netilmicina, tobramicina y amikacina.  
• Glicilciclinas: La resistencia a tigeciclina fue asociada a la sobreexpresión 
de sistemas RND (PAbetaN) y a la bomba de expulsión Tet(39). La 
presencia del inhibidor de sistemas RND PAbetaN en cepas del clon 
PFGE-HUI-1 fue asociada con un descenso en la resistencia a tigeciclina. 
Las bombas de expulsion AdeIJK y AdeABC en cepas del clon PFGE-
ROC-1 fueron asociadas con la resistencia a minociclina. Sin embargo, 
PFGE-ROCOXA-58 mostró resistencia a este antibiótico posiblemente 
debido a la sobreexpresión de las bombas de expulsión AdeIJK y TetB.  
 
• Tetraciclinas: La resistencia a tetraciclinas fue asociada a las bombas de 
expulsión TetB y TetA(39). En cepas resistentes a doxiciclina, AdeIJK fue 
sobreexpresada junto con los sistemas Tet. 
 
• Quinolonas: Las mutaciones de los genes gyrA y parC fueron las 
causantes de la resistencia a ciprofloxacino. 
 
En la tabla 3 se resumen todos estos resultados. 
 
Mediante secuenciación, se estudió la presencia de mutaciones en los 
genes reguladores adeR/adeS (asociados al sistema de expulsión AdeABC) y 
adeN (asociado al sistema de expulsión AdeIJK), ya que tanto adeB como adeJ 
aparecían sobreexpresados. Todas las cepas de PFGE-ROC-1 que 
sobreexpresaban la bomba AdeABC presentaron mutaciones en adeS causantes 
de 3 cambios aminoacídicos (Ala94→Val, Gly186→Val y Phe214→Leu) y una 
mutación en adeR causante de un cambio (Ala136→ Val). Solo dos cepas de este 
clon presentaron mutaciones en el gen regulador de la bomba de expulsión 
AdeIJK adeN (causantes de los cambios His111→Pro; Ile112→Phe). Los genes 
adeS y adeR en el clon PFGE-HUI-1 no pudieron ser amplificados. En todas las 







Tabla 3: Interrelación entre los diferentes mecanismos de resistencia a diversos antibióticos en 
las cepas de los clones PFGE-ROC-1 y PFGE-HUI-1. 
 
Antibiótico PFGE-ROC-1OXA-58 PFGE-ROC-1OXA-24 PFGE-HUI -1 
Tigeciclina Sobreexpresión de AdeIJK Sobreexpresión de 
AdeABC 
Nuevo sistema de 
expulsión RND/bomba de 
expulsión TetA(39) 








Minociclina Sobreexpresión de AdeIJK 
















β-lactamasa OXA-58 β-lactamasa OXA-24 - 
Ciprofloxacino Mutaciones en gyrA y parC Mutaciones en gyrA y parC Mutaciones en gyrA y parC 
Doxiciclina Sobreexpresión de 
AdeIJK/ bomba de 
expulsión TetB 
Bomba de expulsión TetB Bomba de expulsión 
TetA(39) 


















































3.2. Artículo II: Transferencia horizontal del gen OXA-24 a través de 
vesículas de membrana externa: un nuevo mecanismo de diseminación de 
genes de resistencia a carbapenemas en A. baumannii 
 
La resistencia de A. baumannii a carbapenemas es uno de los problemas 
más preocupantes en los hospitales. El principal mecanismo de resistencia a 
carbapenemas de esta bacteria es la expresión de β-lactamasas (metalo-β-
lactamasas o β-lactamasas de clase D tipo OXA), siendo importantes también 
las alteraciones en la permeabilidad de la bacteria y la modificación de las PBP 
(65). A pesar de la importancia de este problema, los sistemas de diseminación 
de los genes codificantes para β-lactamasas en cepas de A. baumannii no se 
conocen por completo.  
 
En el estudio del que se ocupa este capítulo se usaron dos cepas clínicas 
resistentes a carbapenemas de A. baumannii, concretamente las cepas 
AbH12O-A2 y AbH12O-CU3, las cuales contienen un plásmido portador del gen 
blaOXA-24 (los plásmidos pMMA2 y pMMCU3, respectivamente). OMVs de ambas 
cepas clínicas fueron recogidas mediante ultracentrifugación y visualizadas por 
MET. Se confirmó la presencia de LPS mediante un kit comercial, confirmando 
así su procedencia de la membrana externa. Las OMVs obtenidas estaban libres 
de contaminantes, tal y como se confirmó mediante su visualización con MET y 
mediante su siembra en MH, tanto en placa como en medio líquido. 
 
Para demostrar la capacidad de la transmisión del gen blaOXA-24 a través 
de OMVs, experimentos de transformación fueron llevados a cabo incubando 
OMVs purificadas de ambas cepas clínicas con la cepa sensible A. baumannii 
ATCC 17978. En los transformantes obtenidos, la presencia del gen fue 
confirmada por PCR, y los resultados de CMIs obtenidos presentaron un perfil 
compatible con la expresión del gen blaOXA-24 (192), esto es, indicando 
resistencia a penicilina, un ligero incremento en la CMI a cefepime, y un alto 
grado de resistencia a carbapenemas. Así, las CMIs de A. baumannii ATCC 
17978 transformada pasaron de 0.38, 0.75, 0.19 ug/mL a > 32 µg/mL tras la 





Los controles negativos realizados incubando la cepa A. baumannii ATCC 
17978 con los plásmidos libres pMMA2 y pMMCU3 y con la misma cantidad de 
OMVs utilizada en los experimentos de transformación lisadas con Triton X-100 
no produjeron colonias transformantes. Sin embargo, OMVs tratadas con DNasa 
I (para eliminar el ADN externo a las OMVs) y proteinasa K (para hidrolizar los 
posibles fagos presentes, y liberar su contenido) produjo transformantes, aunque 
la eficiencia del proceso se vio disminuida. Esta pérdida de eficiencia fue debida 
a los tratamientos previos de DNasa y proteinasa K, los cuales dañaron la 
integridad de las OMVs. Con todo esto, se demuestra que la eficiencia del 
proceso depende de la integridad de las OMVs, la cual es estrictamente 
necesaria. 
 
Experimentos consistentes en incubar la cepa sensible A. baumannii 
ATCC 17978 en sobrenadantes obtenidos de cultivos de la cepa clínica 
AbH12O-A2 como fuente de OMVs demostraron que la transformación se lleva a 
cabo. Esto es indicativo de que las OMVs, bajo condiciones más fisiológicas 
como las ensayadas en este experimento, son liberadas y capaces de 
transformar las bacterias circundantes. La transformación fue detectada tras 3 
horas de incubación, y su eficiencia se incrementa a medida que avanza el 
tiempo hasta llegar a las 24 horas, en las cuales se alcanza el máximo. 
Incubaciones durante mayores periodos de tiempo no incrementan el número de 
transformantes.  
 
Para demostrar la presencia de los plásmidos pMMA2 y pMMCU3 con el 
gen blaOXA-24 en las OMVs, se realizaron experimentos de Dot Blot utilizando el 
propio gen como sonda. Tanto OMVs recogidas de ambas cepas clínicas como 
aquellas obtenidas de la cepa A. baumannii ATCC 17978 transformada 
hibridaron con la sonda blaOXA-24. Con esto, se confirmó definitivamente la 
presencia del gen en las OMVs, y quedaba demostrada la universalidad del 
proceso. 
Por otra parte, la caracterización genotípica por REP-PCR de los 




de bandas de estas cepas y la cepa A. baumannii ATCC 17978 sin transformar, 
confirmándose así que la presencia de transformantes no es debida a 
contaminaciones de las cepas clínicas, sino que se trata de la cepa original. 
Finalmente, la transferencia horizontal de plásmidos entre las cepas clínicas y A. 
baumannii ATCC 17978 fue confirmada por PCR basada en huella genética de 


































3.3. Artículo III: La porina Omp33-36 de A. baumannii es un factor de 
virulencia que induce apoptosis y modula la autofagia en células humanas 
 
La patogénesis bacteriana es definida por factores que favorecen la 
colonización (adhesión, motilidad y formación de biofilm), el desarrollo de la 
infección (citotoxicidad, inflamación, adquisición de hierro y resistencia al 
complemento del suero) y la persistencia en superficies, tanto vivas como inertes 
(resistencia a antibióticos, desinfectantes, resistencia a la desecación, uso de un 
amplio rango de sustratos para el crecimiento y formación de biofilm). En el 
artículo del que se ocupa este capítulo se estudió el papel de la proteína de 
membrana externa Omp33-36 (también denominada Omp34) en el desarrollo de 
citotoxicidad en diferentes tipos celulares, incluyendo células del sistema inmune 
y del tejido conectivo, y su relevancia en las infecciones causadas por A. 
baumannii. 
 
Para estudiar la función de la proteína Omp33-36, se realizaron 
experimentos de expresión de la porina en oocitos de Xenopus, los cuales 
mostraron que funcionaba como un canal para el agua. Técnicas de dicroísmo 
circular confirmaron que su estructura secundaria era rica en barriles beta, al 
igual que se ha visto en otras porinas descritas previamente (193). 
 
Para los estudios de citotoxicidad, la porina fue purificada. Para ello, 
Omp33-36 fue sobreexpresada en E. coli y purificada mediante 3 pasos de 
cromatografía, para ser finalmente concentrada en Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 
y 0.06% LDAO. La ausencia de los contaminantes más probables (LPS y 
peptidoglicano (PGC)) fue confirmada mediante el uso de líneas celulares 
Hek293 transfectadas permanentemente con plásmidos que codifican para el 
receptor de tipo Toll 2 (reconoce PGC), y para el receptor de tipo Toll 4 
(reconoce LPS) (194). La incubación de la Omp33-36 con ambas líneas 
celulares no produjo liberación de interleuquina-8 (IL-8), es decir, que la proteína 





Los ensayos realizados con la porina pura incubada con diferentes líneas 
celulares demostraron que ésta induce apoptosis en células eucariotas. La 
detección de este tipo de muerte celular fue llevada a cabo mediante diferentes 
técnicas. Células Hep-2 incubadas con 8 µg/mL de Omp33-36 mostraron 
cambios morfológicos típicos de la apoptosis cuando eran observados con 
microscopía óptica: disminución del tamaño de las células, formación de 
ampollas en la membrana plasmática, pérdida de la forma celular y 
desprendimiento de la superficie de cultivo. Todos estos cambios no eran 
observados cuando las células eran previamente incubadas con el inhibidor de 
caspasas Z-VAD-FMK. Mediante microscopía de fluorescencia también se 
detectaron otras características apoptóticas en células Hep-2 cultivadas con la 
porina. Así, se detectó despolarización de las mitocondrias, disgregación del 
citoesqueleto, fragmentación del ADN y exposición externa de la fosfatidilserina 
en la membrana plasmática eucariota. Por otra parte, mediante citometría de 
flujo también se detectaron características apoptóticas en diferentes líneas 
celulares incubadas con la Omp33-36. Así, células Hep-2 y HeLa presentaban 
fragmentación de ADN cuando eran incubadas con la porina. Este efecto era 
revertido cuando las células eran estimuladas con la Omp33-36 previamente 
incubada con un anticuerpo policlonal anti-Omp33-36. Finalmente, mediante 
western blot se detectó la activación de la caspasa activadora 9 y de la caspasa 
efectora 3. Mediante MET se visualizaron en las células incubadas con la porina 
diferentes características, tanto apoptóticas (contracción del citoplasma, 
condensación del ADN y presencia de cuerpos apoptóticos) como autofágicas, 
apareciendo vacuolas de doble membrana a las 4 horas de incubación, cuyo 
número y tamaño iban aumentando a medida que se incrementaba el tiempo de 
exposición a la porina, llegándose a observar a las 12 y 20 horas vesículas 
multilamelares, indicativas de varios eventos de autofagia. Todos estos efectos 
no eran observados en las células no estimuladas.  
 
Para asegurarse de que los efectos observados en las diferentes líneas 
celulares eran debidos a la proteína, y no a un posible contaminante, se clonó el 
gen mapA (modulating autophagy protein from Acinetobacter), que codifica para 




transfectado en la línea celular HeLa Tet-On. Tras inducir con doxiciclina la 
producción de la porina en esta línea celular, se observaron diferentes 
características autofágicas. Mediante RT-PCR, se confirmó la expresión del gen 
mapA, así como un aumento del gen p62, marcador de autofagia, a lo largo del 
tiempo. Mediante western blot se detectó un aumento de la conversión de la 
proteína LC3B. Además, la observación mediante MET reveló en las células 
transfectadas la presencia de estructuras vesiculares de doble membrana, con 
contenido electrondenso en su interior, así como un gran número de estructuras 
membranosas repartidas por todo el citoplasma (probables fagóforos). Ninguno 
de estos efectos fue observado en el control negativo, para el cual se utilizó la 
línea HeLa Tet-On transfectada con el plásmido pTRE2Hyg vacío e inducido con 
doxiciclina. 
 
Mediante western blot se observó que la incubación de fibroblastos 
salvajes (MEFWT) con 8 µg/mL de Omp33-36 producía un incremento de la 
caspasa 8 a lo largo del tiempo (activación de la apoptosis) y una acumulación 
de los marcadores autofágicos p62 y LC3B-II, esto último indicativo de un 
bloqueo en la autofagia. Para elucidar en que parte del proceso autofágico se 
producía este bloqueo, estos marcadores fueron estudiados con los inhibidores 
wortmanina (inhibidor de la PI3-quinasa, enzima necesaria para la formación del 
autofagosoma) y bafilomicina (inhibidor de la acidificación de los lisosomas, con 
lo que se inhibe la fusión autofagosoma-lisosoma) en ausencia y presencia de la 
porina. Las células incubadas con Omp33-36 y ambos inhibidores mostraron un 
comportamiento similar a las células incubadas únicamente con los inhibidores: 
en el caso de la wortmanina, no se formaban autofagosomas (se produce una 
acumulación de p62, pero no de LC3B-II), mientras que en presencia de 
bafilomicina se produce una acumulación de autofagosomas (se produce una 
acumulación de p62 y LC3B-II). Este último efecto es el mismo que se observa 
en las células eucariotas incubadas con la porina sola. Estos resultados, unidos 
a los obtenidos con las células HeLa transfectadas con mapA confirman que 
Omp33-36 produce un bloqueo de la autofagia con la consecuente acumulación 





Para estudiar la relación entre apoptosis y autofagia se utilizaron líneas 
celulares defectivas para ambos procesos, concretamente, las líneas de 
fibroblastos de ratón MEFBax-/-Bak-/- (defectivas para apoptosis) y MEFatg5-/- 
(defectivas para autofagia). Además, se utilizó el inhibidor químico de caspasas 
Z-VAD-FMK en MEFWT para estudiar el efecto de la inhibición de la apoptosis. 
Estas líneas fueron incubadas con 8 µg/mL de Omp33-36, y mediante western 
blot se estudiaron los marcadores de apoptosis caspasa 8, y LC3B-II y p62 para 
la autofagia. En la línea defectiva para apoptosis, y en la línea MEFwt 
previamente tratada con Z-VAD-FMK, se observó un incremento en la 
conversión de LC3B y degradación del p62, lo cual indica una activación del 
proceso de autofagia. Finalmente, cuando estos experimentos se realizaron con 
la línea defectiva para autofagia, la estimulación con Omp33-36 resultó en una 
activación similar de la caspasa 8 a la obtenida en el control, indicativo de la 
inducción de apoptosis.  
 
La estimulación de macrófagos RAW264.7 con 8 µg/mL de Omp33-36 
pura a lo largo del tiempo resultó en un incremento significativo de la producción 
de ROS, efecto que no se producía con el inhibidor NAC1. Mediante western blot 
se observó que, en presencia de Omp33-36, los marcadores caspasa-8, LC3B-II 
y p62 se comportaban de la misma forma con y sin NAC1, indicando esto que la 
inducción de apoptosis y la modulación de la autofagia se producen de igual 
manera, de forma que la producción de ROS se trataría de una consecuencia, y 
no de una causa, de ambos procesos.  
 
Para responder si las OMVs en A. baumannii son un posible vehículo de 
transporte para Omp33-36, su presencia en las misma se estudió de varias 
maneras. Por un lado, mediante western blot se detectó la presencia de la porina 
en las OMVs, y mediante MET e inmunohistoquímica, se visualizó la producción 
de OMVs por parte de A. baumannii, y que éstas contenían Omp33-36. El 
estudio en gel 2-DE de proteínas provenientes de OMVs, y su posterior 
identificación por MALDI TOF/TOF demostró que no solo Omp33-36 estaba 





Por otra parte, se estudió la capacidad de las OMVs de A. baumannii de 
causar citotoxicidad en células eucariotas. Para ello, OMVs de A. baumannii 
ATCC 17978 y A. baumannii ATCC∆mapA (mutante carente del gen mapA) 
fueron purificadas e incubadas con macrófagos RAW264.7, y los marcadores 
p62 y LC3B-II fueron estudiados. Los niveles de p62 fueron mucho más altos 
(casi ocho veces) en las células incubadas con OMVs pertenecientes a A. 
baumannii ATCC17978 que en la presencia de OMVs de A. baumannii 
ATCC∆mapA. Los niveles de LC3B-II se incrementaron a lo largo del tiempo en 
ambos casos, indicando todo esto que las OMVs con Omp33-36 bloquean 
fuertemente la autofagia. De todas formas, existe un importante bloqueo en las 
células incubadas con OMVs sin Omp33-36, por lo que no se puede descartar la 
implicación de otras porinas, aunque en mucha menor medida que Omp33-36.  
 
Se estudió la influencia de la Omp33-36 en la persistencia y supervivencia 
de la bacteria en el interior de macrófagos, de nuevo, utilizando las cepas A. 
baumannii ATCC 17978 y A. baumannii ATCC∆mapA, que fueron incubadas con 
macrófagos RAW264.7 en una proporción de 20-50 bacterias por macrófago. 
Tras 16 horas de incubación, un significativo número de UFC/mL fueron 
recuperados de la cepa A. baumannii ATCC 17978 en comparación con la cepa 
mutante (35 × 106 y 3 ×106 UFC respectivamente). La observación a través de 
MET permitió ver las bacterias de la cepa salvaje en el interior de autofagosomas 
vivas, lo cual es clave para el desarrollo de la infección. 
 
Para conocer el impacto biológico de los resultados obtenidos, se 
determinó la virulencia en un modelo murino sistémico de infección. Los diez 
ratones infectados con 3.5 ×104 UFC de la cepa A. baumannii ATCC 17978, y 
uno de los diez ratones infectados con 4 ×104 UFC de la cepa A. baumannii 
ATCC∆mapA murieron en las primeras 18 horas de infección. El resto de los 
ratones murieron en las 6 horas siguientes. Estos resultados son indicativos de 














































































Tres de los factores que son claves en un microorganismo para su éxito y 
emergencia como causante de infecciones nosocomiales son la multirresistencia 
a antibióticos, la transferencia y asimilación de genes de resistencia de una 
forma eficiente, y la posesión de factores de virulencia que faciliten la infección y 
permitan la persistencia en el huésped. En la presente tesis doctoral se 
profundizó en el estudio de estos tres factores en el patógeno humano A. 
baumannii.  
 
En el primer trabajo se analizó el papel de las bombas de expulsión, 
porinas y β-lactamasas cromosómicas en el fenotipo multirresistente de cepas 
clínicas de A. baumannii y la interrelación que existe entre los diferentes 
mecanismos que implican estas resistencias. Las cepas clínicas de A. baumannii 
estudiadas poseen sistemas de expulsión y otros mecanismos que 
probablemente estén conectados. Esto les permite el desarrollo de resistencias a 
varios antibióticos y, además, parecen estar implicados en otras funciones 
necesarias para la patogénesis bacteriana. 
 
La transferencia horizontal de estos genes de resistencia es un proceso 
clave para el éxito del establecimiento de un brote nosocomial, y la eficacia del 
proceso es esencial para su desarrollo. En el segundo trabajo se describe un 
nuevo método de transferencia de genes de resistencia a carbapenemas en A. 
baumannii. Este nuevo método, basado en la transferencia mediante OMVs, 
permite que el material genético esté protegido de la acción de agentes externos 
y posibilita su distribución a largas distancias, lo cual supone una clara ventaja 
para su dispersión. 
 
Como ya se ha explicado, las OMVs presentan un gran número de 
funciones en bacterias gram negativas, entre las que destaca el transporte de 
factores de virulencia en patógenos. En el tercero de los trabajos se describe 




citotoxicidad en células eucariotas mediante activación de la apoptosis y 
modulación de la autofagia, estando implicada en la persistencia de la bacteria 
en el huésped. Esta proteína está presente en las OMVs, de forma que éstas 
actuarían como medio de transporte para su posterior interacción con otros 
organismos y el medio.  
 
Comprender estos diferentes factores, que hacen de A. baumannii una de 
las bacterias más importantes desde el punto de vista clínico, es clave para 






4.1. Discusión artículo I 
 
El impacto de la interacción entre diferentes mecanismos de resistencia 
antimicrobiana en la susceptibilidad o resistencia a diferentes antibióticos es una 
cuestión que ha sido abordado en estudios previos. Dos ejemplos de ello son los 
estudios sobre la cepa clínica de P. aeruginosa aislada de pacientes con fibrosis 
quística (representativa de la cepa epidémica Liverpool) (195) y el otro implica 
cepas aisladas de infecciones del torrente sanguíneo (196). En nuestro trabajo, 
se intentó determinar si se podrían aplicar conclusiones similares a las descritas 
en esos estudios a cepas clínicas de A. baumannii en las cuales la resistencia 
está asociada a mecanismos multifactoriales. Se analizaron cepas de dos clones 
diferentes, PFGE-ROC-1 y PFGE-HUI-1. Como ya se ha descrito, el clon, PFGE-
ROC-1 incluyó 53 cepas portadoras de la β-lactamasa OXA-58 (PFGE-ROC-
1OXA-58) y 18 cepas portadoras de la β-lactamasa OXA-24 (PFGE-ROC-1OXA-24). 
Las enzimas codificadas por ambos genes muestran una alta prevalencia en 
aislados de A. baumannii obtenidos en la península Ibérica (66, 197). Solo las 
cepas del clon PFGE-HUI-1 (19 cepas) mostraron susceptibilidad a 
carbapenemas (184). 
 
La sobreexpresión del sistema AdeABC (ER 30-45 veces) fue 
significativamente asociado con la resistencia a gentamicina (CMIs > 8 mg/L) en 
cepas PFGE-ROC-1 (la cual produce las β-lactamasas OXA-58 y OXA-24) (81). 
Además, en cepas de PFGE-ROC-1OXA-24, la resistencia a tigeciclina (CMIs > 0.5 
mg/L) y minociclina (CMIs > 2 mg/L) fue significativamente asociada con la 
expresión de esta bomba de expulsión, como ya ha sido descrito previamente 
(81). Todas las cepas de PFGE-ROC-1 presentaron mutaciones en los genes  
adeR (Ala136→ Val) y adeS (Ala94→Val, Gly186→Val y Phe214→Leu). Hornsey et 
al. asociaron la sustitución Ala94→Val con la sobreexpresión de la bomba de 
expulsión AdeABC en A. baumannii (96, 188). Sin embargo, estudios posteriores 
no asocian esta mutación con la hiperexpresión de la bomba adeABC (PMID: 
23587960). El resto de mutaciones aún no han sido descritas en la literatura. 
Peleg et al. (96) describió que un aumento en la expresión del gen adeB (entre 




baumannii. En este estudio se observó que cepas susceptibles a tigeciclina (CMI 
0.5) estaban asociadas con un incremento en la expresión del gen adeB 
(alrededor de 20-30 veces), lo cual es indicativo del papel de la bomba AdeABC 
en otras funciones necesarias para la patogénesis de cepas clínicas de A. 
baumannii, como pueden ser la colonización, la infección y la persistencia del 
microorganismo en el huésped (198). Por otra parte, no se detectó la bomba 
AdeABC ni sus genes reguladores en las cepas clínicas del clon PFGE-HUI-1 
(susceptible a carbapenemas). Esta bomba está presente en el 80% (desde un 
57% a un 97%) de los aislados clínicos estudiados hasta ahora (81).  
 
El incremento de la expresión de la bomba AdeIJK (ER 8-10 veces) fue 
significativamente asociada con la resistencia a tigeciclina (CMIs > 0.5 mg/L) y 
minociclina (CMIs > 2 mg/L) en cepas del clon PFGE-ROC-1OXA-58. Sin embargo, 
este sistema no fue significativamente asociado con resistencia a netilmicina o 
tobramicina (aminoglucósidos). Estos resultados son acordes con los obtenidos 
por Coyne et al. (199). Además, estos autores señalaron que la sobreexpresión 
de esta bomba es siempre menor que la del sistema AdeABC, lo cual podría 
confirmar la teoría de que una alta expresión de la bomba AdeIJK es tóxica para 
la bacteria (85). El gen adeJ no fue sobreexpresado en las cepas PFGE-ROC-
1OXA-24 y PFGE-HUI-1. Solo dos cepas del clon PFGE-ROC-1OXA-58 presentaron 
dos nuevas mutaciones en los genes reguladores de la bomba AdeIJK (adeN; 
His111→Pro; Ile112→Phe), mientras que todas las cepas del clon PFGE-HUI-1 
presentaron la sustitución Pro16→Lys en el gen adeN. Ninguna de estas 
mutaciones fue asociada con la sobreexpresión de AdeIJK. Aun así, otro posible 
mecanismo de regulación no puede ser descartado (200). 
 
La expresión de los genes adeG, craA, abeM, y amvA no se vio 
incrementada en los clones PFGE-ROC-1 y PFGE-HUI-1 (ER 0.003-1). 
 
Las bacterias gram positivas son el origen de los genes tet en gram 
negativas como A. baumannii (94, 95). En este estudio se detectó el gen tetB en 
cepas del clon PFGE-ROC-1, todas ellas resistentes a tetraciclina (CMIs 16-64 




ROC-1OXA-58) la sobreexpresión de AdeIJK junto con la presencia de esta bomba 
de expulsión adquirida está posiblemente asociada con la resistencia a 
minociclina (CMIs 2 a 4 mg/L). En otros patógenos como E. coli la combinación 
AcrAB-TolC y TetA ha sido asociada con un alto grado de resistencia a 
tetraciclina (201). Los resultados obtenidos muestran la detección del gen tetA39 
en 33 cepas resistentes a tigeciclina (CMI≥ 16). Por otra parte, en las cepas del 
clon PFGE-HUI-1, portadoras del gen tetA(39), la CMI a tigeciclina fue menor (2 
a 1 mg/L) en presencia del inhibidor de bombas de expulsión PAbetaN, de forma 
que la CMI decreció desde 1 a 0.25 mg/L en las cepas de A. baumannii sin este 
gen. Esto sugiere la implicación de una nueva bomba RND junto con el sistema 
TetA(39) en la resistencia a tigeciclina. 
 
En relación con las porinas, al contrario de lo que sucede con otros 
patógenos como P. aeruginosa donde la expresión de OprD juega un papel 
importante en la resistencia a antibióticos carbapenémicos (195), solo se 
observó una menor ER de los genes carO y omp25 en las cepas del clon PFGE-
ROC-1OXA-24 con respecto a las del clon PFGE-ROC-1OXA-58. Esta disminución no 
fue asociada con la resistencia a carbapenemas, la cual está asociada con la 
presencia de β-lactamasas (65), pero, en las cepas estudiadas en este trabajo, 
esta resistencia no es debida a las β-lactamasas cromosómicas OXA-51 y 
AmpC, sino que los datos obtenidos revelan que la presencia de enzimas tipo 
OXA (OXA-24 y OXA-58) es suficiente para conferir resistencia a carbapenemas, 
como ya fue previamente descrito (66, 197). Además, la resistencia a doripenem 
fue también asociada con la presencia de las β-lactamasas OXA-58 (CMIs 4-5 
mg/L) y OXA-24 (CMIs 64 a >64 mg/L) (comparado con PFGE-HUI-1, CMIs 0.5 
a 1 mg/L). Marti et al.(202) analizaron la actividad del doripenem en aislados 
clínicos de A. baumannii y concluyeron que el doripenem es más activo que el 
imipenem y meropenem en cepas portadoras del gen para la β-lactamasa OXA-
58. Sin embargo, en este estudio, las CMIs para el doripenem, meropenem e 
imipenem fueron altas en las cepas clínicas productoras de la enzima OXA-24. 
 
La resistencia a quinolonas no varió entre las cepas sujetas al estudio y 




(96). Las cepas resistentes a aminoglucósidos mostraron las acetilasas AacC1, 
AphA1 y AadB en los clones PFGE-ROC-1 y PFGE-HUI-1 (203), todas ellas 





4.2. Discusión artículo II 
 
Las bacterias gram negativas, tanto las especies patógenas como las no 
patógenas, secretan OMVs. Estas estructuras son el medio mediante el cual las 
bacterias interaccionan con otras células, tanto eucariotas como procariotas, en 
su ambiente (108, 144). La liberación de toxinas mediada por OMVs es un 
potente mecanismo de virulencia exhibido por diferentes microorganismos gram 
negativos. Así, proteasas y leucotoxinas de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans, la toxina Shiga de E. coli, VacA de Helicobacter pylori, 
y múltiples factores de virulencia de P. aeruginosa, incluyendo β-lactamasas, la 
fosfatasa alcalina, la fosfolipasa C hemolítica y Cif, se ha visto que pueden ser 
liberadas a largas distancias por OMVs (155). Por tanto, este mecanismo es, 
además, un medio efectivo para liberar factores de virulencia. 
 
Además de lípidos y proteínas, se ha observado ADN de doble cadena en 
las OMVs de las bacterias celulolíticas ruminales del género Ruminococcus 
(113), lo cual podría ser indicativo de que este sistema de transformación puede 
jugar un papel en la transferencia de genes en un ecosistema microbiano 
complejo como es el rumen. Por otra parte, se ha descrito la transferencia de 
genes de virulencia mediada por OMVs de E. coli O157:H7 a otras bacterias 
entéricas, revelándose así que las OMVs pueden actuar como un sistema de 
transferencia de material genético a otros microorganismos (112). A día de hoy 
no hay publicaciones sobre la implicación de este sistema en la transferencia de 
genes de resistencia a carbapenemas o que afecten a microbiota humana.  
 
El ADN puede ser intercambiado entre bacterias por conjugación, 
transducción o transformación (106). En el presente trabajo, los datos aportados 
demuestran que cepas clínicas de A. baumannii liberan OMVs capaces de 
transportar el gen de resistencia a carbapenemas blaOXA-24 sin que exista pérdida 
de viabilidad por parte de los donantes. Se trataría de una posible nueva forma 
de diseminación de plásmidos portadores de genes de resistencia a antibióticos 





Es importante recordar una serie de características de las OMVs: son 
producidas por bacterias en crecimiento, y no son producto de la lisis o muerte 
celular (108). Las cepas patógenas pueden producir entre 10 y 25 veces más 
OMVs que las cepas no patógenas (108). Bajo condiciones de estrés por falta de 
oxígeno, P. aeruginosa muestra un incremento en la producción de OMVs (204). 
OMVs procedentes tanto de patógenos intracelulares como extracelulares han 
sido detectadas en diversos tejidos del huésped, revelando su capacidad para 
acceder a una gran variedad de ambientes dentro del huésped (205). Por todas 
estas razones, se podría afirmar que las OMVs son importantes no solo para la 
virulencia de un patógeno específico en el proceso de infección o interacción con 
el huésped, sino que, además, durante estos procesos, la liberación de OMVs 
podría favorecer la propagación de genes de resistencia a antibióticos (como por 
ejemplo, genes de resistencia a carbapenemas) a las bacterias circundantes. 
Además, el ADN en el interior de las OMVs está protegido de la acción de 
nucleasas (como se ha visto en el presente estudio), las cuales pueden estar 
presentes en el ambiente o en los tejidos del huésped, favoreciéndose así el 
intercambio de material genético. Por tanto, este sistema, confiere una ventaja 
adicional para el proceso de diseminación de genes en los microorganismos 
capaces de liberar OMVs. 
 
El conjunto de datos obtenidos en este estudio proporcionan algunas 
novedades en el conocimiento del proceso de transferencia horizontal de ADN, 
al menos en lo que se refiere a A. baumannii. Este proceso parece ocurrir 
continuamente, de forma que una vez que una bacteria es transformada por 
OMVs, ésta es capaz de liberar a su vez OMVs portadoras del plásmido que 
previamente ha adquirido.  
 
La presencia de ADN en el interior de las OMVs podría explicarse por dos 
posibles mecanismos: 
 
• Según Kuehn y Kesty (108), las OMVs contienen lípidos y proteínas 
procedentes de la membrana externa y del periplasma, estando ausentes 




los plásmidos tienen que migrar de alguna manera desde el citoplasma al 
periplasma, en donde accederían al interior de las OMVs durante su 
formación. 
 
• Tal y como fue descrito previamente por Kwon et al. (206), las OMVs, 
además, tienen proteínas de la membrana interna. El análisis proteómico 
de las OMVs de la cepa clínica AbH12O-A2 reveló el típico perfil de la 
membrana externa, pero además, también fueron identificadas proteínas 
de membrana interna, representando al menos un 13% de las proteínas 
totales de las OMVs (207). Estos resultados sugieren que algunas OMVs 
podrían contener componentes tanto de la membrana externa como de la 
interna, atrapándose así en su interior componentes citoplasmáticos entre 
los que podría haber plásmidos, como fue demostrado previamente para 
otras especies (110).  
 
El proceso de transformación de ADN mediado por OMVs parece ser 
dosis-independiente, de forma que un incremento en la cantidad de OMVs no 
produce un incremento en el número de transformantes obtenidos. Por otra 
parte, la concentración de OMVs encontrada en sobrenadantes procedentes de 
cultivos es suficiente para mediar la transformación, haciendo que este proceso 
sea dependiente del tiempo. Una causa que podría explicar este paradójico 
resultado es que solo una pequeña proporción de la población de OMVs 
contiene el plásmido, y que ambos tipos de OMVs (con y sin plásmido) compiten 
para unirse a la bacteria huésped a través de puntos específicos o “puntos 
calientes”, donde las OMVs se fusionan y liberan el plásmido. De esta forma, un 
incremento de la cantidad de OMVs incrementará también la proporción de 
OMVs sin plásmido, por lo que la eficacia de la transformación no se verá 
aumentada. Por otra parte, la efectividad del proceso se incrementa a lo largo del 
tiempo, alcanzando un máximo de eficiencia aproximadamente a las 24 horas de 
incubación.  
 
Un dato interesante a tener en cuenta es que los dos plásmidos clínicos 




en la movilización de plásmidos Mob-like, de forma que las OMVs podrían actuar 
como un mecanismo alternativo para la movilización de plásmidos carentes de 
esta proteína. 
 
Las carbapenemas son a día de hoy la principal alternativa terapéutica 
para el tratamiento de las infecciones por A. baumannii. Diversos estudios 
multicéntricos en España han revelado que un 43% de los aislados de A. 
baumannii son resistentes a carbapenemas (208), y que ese 43% porta el gen 
blaOXA-24 y el 20% el blaOXA-58 (197). Teniendo en cuenta esto, el hecho de que 
las OMVs secretadas por esta bacteria puedan albergar plásmidos portadores de 
carbapenemasas es un hecho preocupante y enfatiza la necesidad de llevar a 
cabo estrictas medidas de control de la infección una vez que cepas de A. 





4.3. Discusión artículo III 
 
En este trabajo se demuestra que la proteína Omp33-36 de A. baumannii, 
que actúa como un canal para el agua en la bacteria, es un factor de virulencia 
capaz de inducir apoptosis y modular el bloqueo de las etapas finales de la 
autofagia, la cual es un proceso de defensa al que se enfrentan los 
microorganismos invasores en las células eucariotas (209). 
 
La expresión del gen mapA en oocitos de Xenopus permitió confirmar que 
esta proteína actúa como un canal para el agua, confirmando su funcionalidad 
como una porina en A. baumannii. Estos resultados son consistentes con la 
estructura secundaria de Omp33-36 en barriles beta obtenida mediante 
dicroísmo circular. Los barriles beta son estructuras secundarias que se 
encuentran presentes en las porinas bacterianas (193). Las porinas son 
fundamentales para la supervivencia bacteriana mediando la difusión de 
sustancias como nutrientes y metabolitos tóxicos. Smani et al. (136) demostraron 
que la pérdida de Omp33-36 estaba asociada con un descenso en la fitness en 
A. baumannii, probablemente debido a la reducción de la toma de nutrientes. 
 
Los estudios de muerte celular fueron llevados a cabo con la proteína 
Omp33-36 purificada y con células HeLa transfectadas con el gen mapA. En el 
proceso de purificación de la proteína, existe la posibilidad de que diferentes 
contaminantes puedan ser copurificados junto a ella. El LPS y el PGC son, por 
su abundancia, los contaminantes con mayor probabilidad de ser encontrados en 
extractos crudos, y son especialmente problemáticos debido a que pueden ser 
reconocidos por las células eucariotas y disparar reacciones no buscadas (210). 
La incubación de la proteína Omp33-36 con dos líneas celulares que expresan 
TLR2 y TLR4 no indujo la liberación de IL-8, lo cual confirma que el proceso de 
purificación de la proteína fue satisfactorio, indicando que ésta está libre de 
contaminantes. 
 
Muchas de las características de muerte celular causadas por la proteína 




condensación del ADN, formación de cuerpos apoptóticos, despolarización 
mitocondrial, exposición de la anexina, activación de caspasas y fragmentación 
del ADN. El papel de las porinas bacterianas en el desarrollo de la apoptosis es 
conocido en varios patógenos (211). Por ejemplo, otra porina de A. baumannii, 
OmpA, que afecta a diferentes orgánulos dentro de la célula eucariota, ha sido 
descrita como causante de apoptosis en células humanas (131, 132). Sin 
embargo, existen diferencias importantes entre esta porina y Omp33-36. OmpA 
causa citotoxicidad al alcanzar el núcleo celular a través de una región específica 
de señal de localización nuclear (KTKEGRAMNRR) de la cual carece Omp33-36. 
Por otra parte, se ha descrito que la ausencia de Omp33-36 provoca la 
sobreexpresión de OmpA (77). Por esta razón, los ensayos en los que se utiliza 
la cepa de A. baumannii deficiente en el gen mapA deben ser interpretados 
cuidadosamente, de forma que no se puede excluir una posible redundancia de 
la citotoxicidad de las otras porinas. 
 
El bloqueo del flujo de la autofagia en las fases finales del proceso se 
confirmó mediante la observación del incremento en el número y tamaño de los 
autofagosomas y por la detección del aumento en el tiempo de los marcadores 
LC3B-II y p62 (212, 213). Estos resultados fueron, además, confirmados por las 
células HeLa transfectadas con el gen mapA, las cuales aparecian dañadas, (el 
citoplasma contenía gran cantidad de vacuolas, con material electrondenso en 
su interior, como las obtenidas con la proteína purificada). Estas características 
no fueron observadas en los controles negativos (células transfectadas con el 
plásmido vacío). Estos resultados, junto con los obtenidos con los inhibidores de 
autofagia, confirman que esta proteína bloquea la autofagia impidiendo la unión 
autofagosoma-lisosoma, con la consecuente acumulación de autofagosomas 
(212, 213).  
 
La autofagia permite a las células eucariotas la captura de componentes 
citoplasmáticos para su degradación en los lisosomas, y ha sido estudiada como 
respuesta a muchos procesos, incluyendo las enfermedades infecciosas (214). 
La infección con un microorganismo patógeno puede afectar al proceso 




de defensa implicado en la inmunidad adaptativa. Una vez que el patógeno 
invade las células, el proceso autofágico puede ser iniciado: el patógeno es 
englobado en los autofagosomas para ser finalmente degradado por los 
autolisosomas. Por otra parte, muchos patógenos han desarrollado diferentes 
estrategias para evadir el proceso, evitando la degradación lisosómica y 
explotando este proceso en su beneficio (179). Coxiella burnettii (215), Brucella 
(216) y Legionella (181), son ejemplos de bacterias que producen infecciones 
intracelulares y modulan la autofagia y la apoptosis con el fin de establecer una 
infección persistente en la célula. Dos ejemplos de patógenos extracelulares 
implicados en el desarrollo de muerte celular son Staphylococccus aureus (214) 
y Serratia marcescens (217). El primero es capaz de ocasionar infecciones 
intracelulares y el segundo ha sido recientemente relacionado con la activación 
del proceso autofágico en el desarrollo de la infección intracelular. 
Recientemente, se ha descrito que el complejo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii, que ha sido relacionado con la muerte de células epiteliales a través 
de apoptosis, forma vacuolas autofágicas en las células infectadas (218). 
También se han descrito varias proteínas bacterianas implicadas en la 
modulación de la autofagia que son factores de virulencia, como por ejemplo 
VirG, VacA y SipB, procedentes respectivamente de Shigella flexneri, 
Helicobacter pylori (215), y Salmonella typhimurium (219), todos ellos patógenos 
intracelulares. 
 
La relación entre apoptosis y autofagia es compleja, ya que ambos 
procesos pueden actuar de forma sinérgica o antagónica dependiendo del tipo 
celular, los estímulos y el ambiente (220). Xi et al.(221) estudiaron la relación 
entre ambos procesos en células humanas de rhabdomyosarcoma infectadas 
con enterovirus 71. Observaron que la caspasa 3, miembro de la cascada 
apoptótica, actúa como un importante regulador de la maduración del 
autofagosoma (conversión de LC3B), siendo importante en la relación entre 
autofagia y apoptosis. En células en las que el gen Atg5 estaba silenciado, (no 
habría conversión de LC3B), la caspasa 3, al igual que la apoptosis, fueron 
inhibidas. Sin embargo, cuando la caspasa 3 es inhibida, la conversión de LC3B 




Por otra parte, evidencias de diferentes estudios sugieren que los 
macrófagos producen ROS durante el ataque microbiano (222, 223). Nuestros 
resultados muestran que la liberación de ROS es consecuencia y no causa de la 
activación de la apoptosis y la modulación de la autofagia.  
 
Las OMVs son el vehículo natural para la liberación de factores 
bacterianos en las células huésped y en los tejidos, tal y como ha sido descrito 
para diversos patógenos (108). Además, para secretar factores de virulencia que 
inducen apoptosis, las bacterias gram negativas liberan toxinas activas 
asociadas con OMVs (153). No se conoce exactamente el papel de las OMVs en 
la interacción entre A. baumannii y las células eucariotas, aunque se ha 
demostrado que estas estructuras pueden liberar proteínas y otros componentes 
bacterianos presentes en su interior a las células eucariotas (224). Los 
resultados obtenidos demuestran que las OMVs de A. baumannii pueden actuar 
como un vehículo para el transporte tanto de Omp33-36 como de otras porinas 
(133, 225). 
 
La persistencia observada de A. baumannii en el interior de macrófagos, 
en los autofagosomas, es clave para el desarrollo de la infección. La eficacia de 
la autofagia para eliminar patógenos o proporcionar un nicho para su replicación 
depende de la naturaleza del patógeno. El impedimento de la maduración del 
fagosoma es una de las estrategias usadas por los patógenos para permitir su 
replicación y supervivencia intracelular en la célula huésped. Así, por ejemplo 
Mycobacterium tuberculosis, tiene la habilidad para controlar la maduración de 
los fagosomas que contienen bacterias, evitándose así su degradación (177). 
 
Finalmente, los experimentos en modelo murino demuestran que Omp33-
36 participa en la virulencia de A. baumannii y están en concordancia con los 
resultados obtenidos por Smani et al. (136), quienes concluyeron que Omp33-36 
juega un importante papel en la fitness y virulencia de A. baumannii, aunque en 













5.1. Conclusiones del capítulo I 
 
1. Las cepas clínicas de A. baumannii estudiadas poseen sistemas de 
expulsión y otros mecanismos (posiblemente conectados) que les 
permiten el desarrollo de resistencia a varios antibióticos y que, además, 
están implicados en otras funciones necesarias para la patogénesis 
bacteriana. 
 
2. La sobreexpresión del sistema AdeABC en las cepas clínicas estudiadas 
está asociado con la resistencia a glicilglicinas (tigeciclina y minociclina) y 
aminoglucósidos (gentamicina), y posiblemente esté implicada en otras 
funciones biológicas. 
 
3. La hiperexpresión de la bomba de expulsión AdeIJK en las cepas clínicas 
estudiadas estuvo significativamente asociada con la resistencia a 
tigeciclina y minociclina, pero no parece estar implicada en otras 
funciones relacionadas con la patogénesis de la bacteria. Esta bomba de 
expulsión podría estar relacionada con el sistema TetB y, por lo tanto, con 
la resistencia a minociclina. 
 
4. Las porinas y las β-lactamasas cromosómicas AmpC y OXA-51 en las 
cepas clínicas estudiadas no están implicadas en la resistencia a 
antibióticos observada en la presencia de las enzimas tipo OXA (OXA-24 
y OXA-58). 
 
5. Las β-lactamasas OXA-24 y OXA-58 están asociadas con la resistencia a 
meropenem, doripenem e imipenem (especialmente la OXA-24) en las 
cepas estudiadas. 
 
6. La presencia de bombas de expulsión Tet en las cepas estudiadas está 




7. Una nueva bomba RND podría actuar en combinación con el sistema 
TetA(39) para proporcionar resistencia a tigeciclina en ausencia de la 
bomba de expulsión AdeABC y de la sobreexpresión de otros sistemas en 
las cepas clínicas estudiadas susceptibles a carbapenemas. 
5.2. Conclusiones del capítulo II 
 
1. A. baumannii libera OMVs que contienen el gen blaOXA-24. 
 
2. Las OMVs son un nuevo mecanismo de dispersión de genes de 
resistencia a carbapenemas en A. baumannii. 
 
3. Es un proceso universal: una vez que una bacteria es transformada, 
puede liberar OMVs que porten el gen adquirido. 
5.3. Conclusiones del capítulo III 
 
1. Omp33-36, también denominada Omp34 en algunas especies de 
Acinetobacter, es una porina. 
 
2. Omp33-36 induce apoptosis mediante activación de las caspasas y 
modula la autofagia, lo cual no ocurre en ausencia de apoptosis. 
 
3. La liberación de ROS se produce como consecuencia de estos procesos. 
 
4. El vehículo de transporte de Omp33-36 son las OMVs de A. baumannii. 
 
5. La habilidad de A. baumannii de bloquear la autofagia por medio de 
Omp33-36 permite la persistencia de la bacteria en el interior de los 
autofagosomas, causando así citotoxicidad. 
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